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VERFAHREN ZUR SYNTHESE DER VERSCEEEDENEN SAMMLUNGEN VON 

OLIGOMEREN 

Die vorliegende Erfindung betrifit allgemein stochastische Verfehren zur Symhese von 
statistischen Oligomeren (random oligomers) mit besonderer Betonung auf syntherische 
Methoden auf der Basis von Teilchen. Die Erfindung betriflft audi die Verwendung von 
Identifizierungs-Tags an den Teilchen, um die Identffizierung der synthetisierten Oligo- 
mersequenz zu vereinfachen. 



Die Beziehung zwischen der Struktur und der Aktivitat der Molekule ist ein grundlegendes 
Problem bei der Untersuchung von biologischen Systemen. Stniktur-Aktrvitats-Beziehun- 
gen sind wichtig beim Verstandnis z.B. der Funktion der Enzyme, der Arten, in denen 
ZeUen miteinander kommunizieren und von zeUuIaren Kontroll- und ROckkopphings- 
systemen. Es ist bekannt, dafi bestimmte Makromolekflle miteinander wechselwirken und an 
andere MoIekQle binden, die eine sehr spezifische dreidimensionale raumliche und 
elektronische Verteilung haben. Jedes grofle Mblekol mit einer solchen Spezifitat kann als 
ein Rezeptor angesehen werden, unabhingig davon, ob das Molekul ein Enzym ist, das die 
Hydroryse eines metabolischen Zwischenprodukts katalysiert, ein ZeU-Oberflachenprotein. 
das den Membrantransport von Ionen vermittelt. ein Glykoprotein, das dazu diem, eine 
bestimmte ZeUe seinen Nachbarn gegenuber zu identifier en, ein Antikdrper der IgG- 
Klasse, der im Plasma zirkuliert, eine Oiigonucleotidsequenz von DNA in dem Genom oder 
ahnliches ist. Die verschiedenen MoIekQle, die Rezeptoren selektiv binden, sind als 
Liganden bekannt. 

Es sind viele Nachweise zum Messen der BindungsarBnitat von bekannten Rezeptoren und 
Liganden verfugbar. Die Information, die aus solchen Experiments gewonnen werden 
kann, ist jedoch oft durch die Anzahl und Art der verfugbaren Liganden beschrankt. Neue 
Liganden werden manchmal zufaflig oder durch Anwenden neuer Techniken zur Aufklarung 
der MoIekQlstruktur entdeckt, einschlieDIich rontgenkristallographischen Analysen und 
rekombinanten genetischen Techniken fur Proteine. 



/ 
V 



V 



2 



Kleine Peptide sind ein exemplarisches System zum Erforschen der Beziehung zwischen 
Struktur und Funktion in der Biologie. Ein Peptid 1st ein Polymer, das aus Aminosaure- 
monomeren zusammengesetzt ist. Wenn die zwanrig natttrlich vorkommenden Aminosauren 
zu polymeren MoiekOlen kondensiert werden, bilden die sich ergebenden Polymere eine 
5 weite Vielzahl von dreidimensionalen Konfigurationen, die sich jeweBs aus einer bestimmten 
Aminosfiurcsequenz und LOsungsmittelbedingungen ergeben. Die Anzahl mOgKcher 
Pentapeptide der 20 natttrlich vorkonunenden Aminosauren ist z3> 20 5 oder 3,2 MiHionen 
verschiedene Peptide. Die Wahrscheinlichkeit, daB MolekOle dieser GrOBe in Rezeptor- 
Bmdungsuntersuchungen verwendbar sind, wird durch Epitopanalyseuntersuchungen 

10 unterstOtzt, die zeigen, daB einige AntikSrper Sequenzen mit einer hohen Spezifitat 
erkennen, die nur einige Aminosauren lang sind. AiiBerdem liegen kieine Peptide wegen des 
Durchschnittsmolekulargewichts von Aminosfiuren im GrOflenbereich vieler derzeit 
venvendeter pharmazeutischer Produkte. SeibstverstSndlich k6nnen grflBere Peptide f&r 
viele Zwecke notwendig sein, und Polypeptide mit Andeningen in nur einer kleinen Anzahl 

15 von Resten kfinnen auch fur solche Zwecke, wie die Analyse von Stmktur-Aktivitats- 
Beadehungen, verwendbar sein. 

Die Entdeckung pharmazeutischer Arzneimhtel ist eine Art von Forschung, die auf der 
Untersuchung von Stmktur-Aktivitats-Beaelmngen beruht In den meisten Fallen kann die 
20 derzehige pharmazeutische Forschung als das Verfahren zum Auffinden neuer Liganden mit 
erwttnschten Mustem der Spezifitat ftr biologisch wichtige Rezeptoren beschrieben werden. 
Ein weiteres Beispiel ist die Forschung, um neue Verbindung zur Verwendung in der 
Landwirtschaft zu entdecken, wie Pestizide und Herbizide. 

25 FrOhere Verfahren zur Herstellung einer groBen Anzahl verschiedener Oligomere waren 
schmerzlich langsam, wenn sie in einem MaBstab verwendet wurden, der fur effektive, 
rationale oder zuf&llige Durchmusterung ausreichend ist. Beispidsweise wurde das 
u MenifieId"-Verfahren, Merrifield, J Am. Chern. Soc. 85:2149-2154 (1963) verwendet, um 
Peptide an einem festen Trfiger zu synthetisieren. Im Merrifield-Verfahren ist eine 

30 Aminosaure kovalent an den Trager gebunden, der aus einem unl6slichen Polymer gemacht 
ist. Eine weitere Aminosfiure mit einer alpha-geschutzten Gruppe wird mit der kovalent 
gebundenen Aminosaure umgesetzt, um ein Dipeptid zu bilden. Die Schutzgnippe wird 
cntferat, und eine dritte Aminosaure mh einer alpha-geschfltzten Gntppe wird dem Dipeptid 
zugefDgt. Dieses Verfahren wird fortgesetzt, bis ein Peptid der gewOnschten LSnge und 

35 Sequenz erhalten wird. Unter Verwendung des Merrifield-Verfehrens kann man nicht mehr 
als einige Peptidsequenzen an einem Tag wirtschaftlich und praktikabel synthetisieren. 



Um erne groBe Anzahl von Oligomersequenzen zu synthetisieren, wurde von Anderen 
vorgeschJagen, one Reihe von ReaJdonsgefiBen for die Oligomersynthcse zu verwenden. 
Beispielsweise kann ein tubulfires Reaktorsystem verwendet werden, um ein lineares Oli- 
gomer an cincm Festphasentrager durch automatische sequenzielle Zugabe der Reagenzien 
zu synthetisieren. Dieses Verfahren enn6glicfat immer noch nicht die Synthese einer aus- 
rachend groBen Anzahl von Oligomersequenzen zur effektiven wirtschafffichen Dureh- 
musterung. 



Verfihren zur Herstellung einer Vielzahl von Oligomersequenzen sind ebenftfls bekannt, in 
denen ein porOser Behalter (foraminous container) cine bekannte Menge an reaktiven festen 
Tragern beinhaltet, wobei die festen Trager groBer in der GroBe sind, als die Ofihungen des 
Behfilters; siehe US-PS 4,63 Ull. Die BehaJter kdnnen selekuv mit den gewOnschten 
Materialien umgesetzt werden, um die envunschten Sequenzen der Produktmolekule zu 
synthetisieren. Wie mit anderen bekannten Verfahren kann dieses Verfahren nicht 
praktikabel eingesetzt werden, um eine geougende Viei&Jt an Polypeptiden flir eflfektives 
Durchmustern zu synthetisieren. 

Andere Techniken sind auch beschrieben wordea Ein Verfahren aufder Basis von Perlen ist 
in der PCT-Patentver6ffentUchung Nr. 92/00091 beschrieben. Diese Verfahren beinhalten 
die Synthese von Peptiden an 96-PIastik-Pins, die dem Format von Standard- 
Mikrotiterplatten angepaBt sind; siehe PCT-PatentveroSeirtlichungen 84/03564; 86/00991 
und 86/06487. Obwohl diese Verfahren einigermaBen verwendbar waren. bfieben leider 
wesentliche Probleme. Zum Beispiel sind diese Verfahren weiterhin in der Vielfalt an Se- 
quenzen, die wirtschaftlich synthensiert und durchmustert werden konnen, begrenzt. 

Andere haben rekombinante Verfahren zur Herstellung von Sammlungen von Otigomeren 
entwickeft; siehe PCT-Patentveroffentfichungen Nr. 91/17271 und 91/19818. In einer 
anderen wichtigen Entwicklung haben Wissenschaftler die Verfahren fur Photolithographic 
Chemie und Biologic vereinl, um groBe Sammlungen von Oligomeren und anderen 
Verbindungen auf der Oberflacne eines Substrats herzustellen; siehe US-PS 5,143,854 und 
PCT-PatentverCffentlichungen Nr. 90/1 5070 und 92/10092. 

In den rekombinanten und VLSIPS™ kombinatorischen Verfahren kann man einzigartig 
jedes Oligomer in der Bibliothek durch Bestimmen der codierenden Sequenzen in dem 
rekombinanten Organismus oder Phagen oder durch Lokalisierung des Oligomers an dem 
VLSTPSTM-Chip identifizieren. In anderen Verfahren kann jedoch die Identitat eines 
bestimmten Oligomers schwierig zu bestimmen sein. Fur diese spfiteren Verfahren ist es 
notwendig, ein effizientes und einftch zu gebrauchendes Verfahren zum Taggen der 



jcweiligen Teilchen zu haben. Obwohl Tagging-Ver&hren fflr grofle Objekte entwickdt 
warden, siefae PCT-Patentver6ffentUchungen Nr. 90/14441 und 87/06383, gibt es immcr 
nocb einen Bedarf an solchen Verfehren fUr kombinatorische Bibliothekcn fflr Oligomere. 

Aus dem Voretehenden sieht man, daB verbesserte Verfahren zur Synthese einer verschie- 
denaitigen Sammkmg chemischer Sequenzen nfltzlich warm. 

Die Erfindung stellt die Venvendung von Identifizierungs-Tags zur Verfiigung, urn eine 
nachfolgende Identifizierung von Reaktioncn zu ermflglichen, dutch die die Mitgiieder einer 
Bibliothek von verschiedenen synthetischen Verbindungen in einer Baustein-bei-Baustein- 
Art synthetisiert worden and, und darauffolgende deduktive strukturelle Identifizierung der 
Mitgiieder. In einem weiteren Aspekt liefert die Erfindung eine Bibliothek verschiedener 
syntbetischer Verbindungen, wobei die Verbindungen durch die Synthese in einer Baustein- 
bei-Baustein-Ait erhaltlich sind, die jede Vertrindung mit emem oder mehreren 
Identifizierungs-Tags verbindet, was die nachfolgende Identifizierung der Reaktionen 
ermfiglicht, durch die die Komponenten eingef&gt wurden und anschliefiende deduktive 
strokturefle Identifizierung der Mitgiieder. 

Die voriiegende Erfindung liefert ein allgemeines stochastisches Verfahren zur Synthese von 
Bibliotheken von statistischen Oiigomeren. Die statistischen OHgomere werden an festen 
TrSgern oder Teilchen synthetisiert, aber sie kdnnen von diesen Trfigera abgespalten 
werden, urn eine losliche Bibliothek zu liefcrn. Die Oligomere sind aus einer Sequenz von 
Monomeren zusammengesetzt, wobei die Monoroere jedes Mitglted eines Satzes an Mole- 
kulen sind, die verbunden sein kannen, urn ein Oligomer oder Polymer zu bilden, Ah. 
Aminosauren, Carbamate, Sulfone, Sulfoxide, Nucleoside^ Kohlenhydrate, Harnstoffe, 
Phosphonate, Lipide, Ester, Kombinationen davon und ahnliches* Die Bibliothek wird 
sodann durchmustert, urn individuelle Oligomere zu isoiieren, die an einen Rezeptor binden 
oder einige envQnschte Eigenschaften haben. Jede Oligomersequenz in der Bibliothek ist 
einzigartig in einer bevorzugten Ausfilhrungsfbrm. In einer anderen bevorzugten Aus- 
fiUimngsform sind die festen Trager nicht porOse Perfert Die festen Trager kOnnen aus 
einem einzigen Teilchen zusammengesetzt sein oder aus zwei oder mehr verknflpften Teil- 
chen. 

Die Erfindung beinhaitet die Verwendung eines Identifizierungs-Tags, um die Sequenz von 
Monomeren in dem Oligomer zu identifiziercn. Das Identifizierungs-Tag, das direkt an das 
Oligomer nut oder ohne ein begleitendes Teilchen gebunden sein kann, oder an einen 
Linker, der an das Oligomer, an den festen Trtger, an dera das Oligomer synthetisiert wird, 
oder an ein zweites, das Oiigomer-tragende Teilchen gebundene Teilchen gebunden sein 



kann, kaxin jedes erkennbare Merkmal sein, das auf irgendetne Wetse die notwendige 
Information trigt, und das bd dem Niveau emes oder weniger fester TrSger eotschtOsse&ar 
ist Die festen Trfiger kflnnen an die Oligomers und den Identifizierungs-Tag mhtds einem 
oder mehrerer Linker-Molekikle gebunden sein. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Identifizienings-Tag etn Oligonucleotide 
vorzugsweise zusammengesetzt aus Pyrimidinen oder Pyrimidinen und Purinanaloga oder 
jeder Art von Nudeosid, das unter den Kupplungsbedingungen nicht abgebaut wird, die 
verwendet werden, urn die Oligomer-BibHothek zusammenzusetzen. Das Oligonucleotide 
Identifizxerungs-Tag kann eine 5'- und eine 3 '-Vervidfkltigungsstelle enthalten, urn die 
Vervielffiltigung des Tags durch beispielsweise Polymerase-Kettenreaktion zu ermfiglichen 
(siehe US-PSen 4,683,202 und 4,965,188). Eine DNA-Sequenaerungs-Primer-Stefle, die 
spezifisch Sir jeden Schritt der Oligomersyntheae sein kann, kann auch in dem Oligo- 
nudeotid-Tag, zusatziich zu den Vervielfiltigungs-Primer-Stell«i, enthalten sein. Das Tag 
kann so ausgebildet sein, dafl es in der Oligonucleotidsequenz Information beinhaltet, die 
die Identifizierung des assoziierten Monomers mit der Zugabe eines bestimmten Tags 
ertaubt Das Oligonuc!eotid-Tag hat in einer bevorzugten Ausfilhnmgsform eine Lfinge von 
etwa 50 bislOO Nucleotide. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kann das Identifbderungs-Tag aus einem Satz an 
Vertfodungen, die mit Licht ansprechbar sind, zusammengesetzt sein, wie Fluoreszenz- 
oder Phosphoreszenzverbindungen, die photo-gdtfeicht werden konnen, wobei die Verbin- 
dungen in die Perlen oder Teilchen einverleibt werden, an welchen die Oligomere der Ofi- 
gomer-Bibliothek synthetisiert werden. Solche Verbindungen and bekannt. 

Fig. 1 ist eine schematische Darstellung einer kombinatorischen Oligomersynthese an 
Teilchen, 

Kg. 2 ist eine schematische Darstellung von gleichzeitiger kombinatorischer Oligomer- 
synthese und Teilchen-tagging. 

Fig. 3 beschreibt ein Verfahren zur Funktionalisierung der Perien, die kompatible Chemie 
ffir die Peptidsynthese und die Runde-bei-Runde-Anheftung der Oligonudeotid-Identifi- 
ziemngs-Tags, einschKeBlich der Synthese der Anuno-funktionaUsierten Perien, die Struktur 
der geschutzten 5 '-Malrimidyl-Oligonudeotide, Aminosaure-Kupplung und EinfiJhnmg 
eines Thiol- JHenkels", Schritt-spezifische Oligonudeotid-Anheftung an eine Perie, 
anschlieflende Aminosaure-Kupptung(en) und 01igonudeotid-Anhefhing(en) und Entfemen 
der Peptid- und Oligonucleotid-Schutzgruppen. 



Fig. 4 ist eine schematische Darstellung eines Beispiels eines Oligomicleotid-Tags. 

Fig. 5 zeigt Nucleosid-Phosphonunidite, die mh photolabilen Schutzgruppen fiir die 
parallele Peptid-/Oligonudeotidsyiithese derivauuert sind. 

Fig. 6 zeigt S^Dl^-S^O-AUyl-KN'-duMpropyl^ Ah* 
parallele Peptid-/OIigonucleotidsynthese. 

Fig. 7 zeigt die Heretellung eines bifunktionalen Perienmaterials zur parallelen Synthese von 
Peptiden und Oligonucleotiden. 

Fig. 8 zeigt die parallele Zusammensetzung von Ofigonudeotid-getaggten Peptiden an 
Ferien. 

Fig. 9 zeigt eine schematische Darstellung eines Experiments, das b Beispiel 5 beschrieben 
ist, in dem zwei Populationen von Oligomeren an Perien hergesteDt, getaggt, vermischt, 
sortiert und mit dem erfindungsgemalten Verfahren identifiziert werden. 

Fig. 10 zeigt die AuflCsung zweier Populationen von Perien mit FACS in dem in Beispiel 5 
beschriebenen Experiment. Die Werte entlang der horizontalen Achse bedeuten die relative 
Fluoreszenz (Log-Einheit). Die Werte entlang der vertikalen Achse bedeuten die relative 
Anzahl an Perien. Nicht-Fluoreszenz-raarkierte Perien werden durch den Peak A dargestellt 
Fluoreszenz-markierte Perien sind durch den Peak B dargestellt. Das Verhaltnis des 
grOBeren Peaks zu dem kleineren Peak ist 15:1. 

Fig. 11 zeigt Bilder von Ethidiunbromid-gefirbten, UV-bestrahlten Agarosegelen von 
PCR-Produkten, die durch die Vervielftltigung nach FACS von zwei Perlenpopulationen 
und Vervielfiltigen der Tags an den ausgewahlten Perien mit Kontrollen, wie in Beispiel 5 
beschrieben, erhalten werden. Gel A zeigt die Ergebnisse mit ausgewfthlten Fhioreszenz- 
perlen: Spur 1 - 2,4x10* Kopien (100 Perienaquivalente) eines 95-mer-Tags; Spuren 2-7 - 
PCR-Produkt aus einzelnen Fluoreszenzperlen; Spuren 8-10 - PCR-Produkt aus 10 Huo- 
reszenzperlen; Spuren 11-13 - PCR-Produkt aus 100 Fluoreszenzperlen; und Spur 14 - 
1,2x10* Kopien (100 Perienaquivalente) eines 110-mer-Tags. Gel B zeigt das Ergebnis mit 
sortierten Mcht-Fluoreszenzperlen: Spur 1 - 1,2x10* Kopien eines 1 10-mer-Tags; Spuren 2- 
7 - PCR-Produkt aus Einzel-Nicht-Fluoreszenzperlen; Spuren 8-10 - PCR-Produkt aus 10 
Nicht-Fhioreszenzperien; Spuren 11-13 - PCR-Produkt aus 100 Nicht-Fluoreszenzperlen; 
und Spur 14 - 2,4x10* Kopien eines 95-mer-Tags. Gel C zeigt das Ergebnis mh den 



Kontrollreaktionen: Spureo 1, 12 - DNA-GrtBenstandards; Spuren 2, 3 - kerne Tag-Kon- 
troOreaktionen; Spuren 4, 5 - 1 Perlenaquivalent des Idslichen 95-mer-Tags; Spuren 6, 7 - 
10 Perienfiquivalente des 16slichen 95-mer-Tags; Spuren 8, 9 - 1 Perlenfiquivalent des 16s- 
lichen 1 10-mer-Tags und Spuren 1 0, 1 1 - 10 Perienfiquivalente des I6slichen 1 10-mer-Tags. 

Die voriiegende Erfindung liefert neue Ver&hren zur Herstellung groBer syitfhetischer 
Oligomer-Bibliotheken. In einer bevorzugten Ausfflhrungsforra der vorliegenden Erfindung 
ist jedes Mhglied einer solchen Bibliothek einzigartig raarkiert in einer Art, die die Identhat 
der Sequenz des Oligomers, das dem Mitglied entspricht, spezifiziert Verfehren zur 
Durchrausterung solcher Bibliotheken und verwendbare Reagenzien zur HersteDung der 
Bibliotheken werden ebenfalls zur Vcrfiigung gestellt. 

Qtpssar 

Die nachstehenden AusdrQcke sollen die folgenden aUgemeinen Bedeutungen haben, wie sie 
bier verwendet werden: 

Knm plementft- nrler im we sentlichen komnlementar 

Diese AusdrQcke beziehen sich auf Basenpaarungen zwischen Nucleotiden oder Nuclein- 
sauren, wie beispielsweise zwischen den zwei Strangen eines doppelstrfingigen DNA- 
MolekQls oder zwischen einem O%onudeoud-Primer und einer Primer-Bindungsstelle an 
einer einzelstrangigen Nucleinsaure, die sequenziert oder vervielfflltigt werden soU. 
JComplementire" Nucleotide sind im allgemeinen A und T (oder A und U) und C und G, 
wie bekannt ist. Zwei einzelstrangige RNA- oder DNA-MolekQle werden als Jm wesent- 
lichen komplementfir" bezeichnet, wenn die Nucleotide des einen Strangs optimal angela- 
gert, mit mindestens etwa 80% der Nucleotide des anderen Strangs gepaart sind. 

Alternativ besteht im wesentlichen Komplementaritat, wenn ein RNA- oder DNA-Strang 
unter selektiven Hybridisierungsbedingungen an eine komplementfire Nucleinsaure hybri- 
disiert. In der Regel tritt selektive Hybridisierung auf; wenn mindestens etwa 55% Kom- 
plementaritftt Qber einen Bereich von mindestens 14 bis 25 Nucleotiden auftritt, jedoch tritt 
eine selektivere Hybridisierung auf; wenn die Komplementaritat auf 65%, 75%, 90% und 
100% ansteigt. Siehe Kanehisa, Nucleic Acids Res. 12: 203 (1984). 

Strenge Hybridiaerungsbedingungen beinhalten in der Regd Salzkonzentrationen von 
weniger als 1 M, wie weniger als 500 mM, und werden oft Salzkonzentrationen von weni- 
ger als 200 mM beinhalten. Die Hybridisierungstemperarur fur Oligomer© ist in der Regd 
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hoher als 22°C, wie hdher als 30°C und wird hfiufig hoher als etwa 37°C sda Lfingcre 
Fragmente kSnnen hohere Hybridisienrngstemperaturen filr spezieDe Hybridisienmgen 
erfordeni. Da andere Faktoren die Stringenz der Hybridisiening dramatisch bednflussen 
kCnnen (solcfae Faktoren beinhalten Basenzusammensetzu^g, Lflnge der komplementSren 
5 Strfinge, Anwesenheit von organischen Ldsungsmittdn und AusmaB der Basen-Nichttiber- 
einstimmung), ist die Kombination der Faktoren wichtiger, als das absolute Mafl jedes 
einzelnen Faktors. 

Ephop: 

10 

Der Teil etnes AntigenmolekQls, der durch dm Berdch der Wechsetwirkung mh der 
Unterklasse an Rezeptoren, bekannt als Antikdrper, beschrieben ist, ist ein „Epitop". 

Identifizierungs-Tag: 

15 

Ein „Identifizienings-Tag M ist ein physikalisches Attribut, das ein Mittel liefert, wodurch 
man feststellen kann, welche Monomerreaktionen an einem individuellen festen TrBger bei 
der Synthase eines OKgomers durchgefiihrt wurden. Das Identifizierungs-Tag zeichnet audi 
den Schritt in den Syntbesenreihen au£ in dem der feste Trfiger an dieser Monomerreaktion 

20 teilgenommen hat. Das Identifizierungs-Tag kann jedes erkennbare Merkmal sein, 
dnsdifieDlich beispielsweise: eine mikroskopisch unterscheidbare Form, Gr5Be, Farbe, 
optische Dichte, etc.; eine unterschiedliche Absorbienxng Oder Emission von Licht; chemi- 
sche Reaktivitftt; magnetisch oder eiektronisch codierte Information oder jedes andere 
unterscheidende Kennzetchen nut der erforderiichen Information und das auf dera Niveau 

25 eines (oder weniger) fester Trfiger entscMOsselbar ist. Ein bevorzugtes Beispiel eines sol- 
chen Identifizierungs-Tags ist eine Oligonucleotidsequenz. Ein , Jdentifizierungs-Tag" kann 
direkt an das synthetisierte Oligomer gekuppelt sein, unabhflngig davon, ob ein fester TrBger 
bei der Synthase verwendet wurde. In dieser letzteren Ausfilhrungsform dient das 
Identifizierungs-Tag als der ^rfiger" fur die Oligomersynthese. 

30 

Ligand: 

Ein jr Ligand" ist ein MoIekOl, das von einem bestimmten Rezeptor erkannt wird. Das Mittel, 
das von dem Rezeptor gebunden wird oder damtt reagiert, wird ein „Ligand" genannt, ein 
35 Ausdruck, der per definitonem nur im Sinne seines Gegenstflck-Rezeptors Bedeutung hat 
Der Ausdruck ^Ligand" bedeutet keine besondere MolekQlgrOBe oder andere strukturelle 
Merkmale oder Zusairanensetzungsmerkmale, aufier daO die fragliche Substanz in der Lage 
ist, an den Rezeptor zu binden oder in einer anderen Weise mit dem Rezeptor 



wechselzuwiiken. En )r Ligand" kann auch entweder als der natOrliche Ligand, an den der 
Rezeptor bindct-oder als ein funktionales Analogon, das als em Agonist oder Antagonist 
wirken kann, dienen. Liganden, die mit dieser Erfindung untersucht werden konnen, 
bebihahen, sind aber nicht beschrflnkt aut; Agonisten und Antagonisten fur Zell- 
membranrezeptoren, Toxine und Venome, virale Epitope, Hormone, Zucker, Ko&ktoren, 
Peptide, Enzymsubstrate, Arzeineunittel (z.B. Opiate, Steroide, etc.) und Proteine. 

Monomer 

Ein ..Monomer" ist ein Mtglied eines Satzes von Molekulen, die verbunden werden konnen 
unter Bildung eines Oligomers oder Polymers, Der Satz an erfindungsgemSO verwendbaren 
Monomeren beinhaltet, ist jedoch nicht beschrtnkt auf; z.B. in derPeptidsynthese, den Satz 
an L-Aminosauren, D- Aminosauren oder synthetischen Aminosauren. Wie bier verwendet, 
bezieht sich ^Monomer" auf jedes MhgUed eines Basissatzes zur Synthese eines Oligomers. 
Z.B. Dimere von L-Aminosauren bilden esnen Basissatz von 400 JMonomeren" fur die 
Synthese von Polypeptides Verschiedene BasissStze an Monomeren konnen in 
aufemanderfblgenden Schrhten in der Synthese eines Polymers verwendet werden. 

Oli gomer od er Polymer: 

Die ^Oligomer"- oder JPolymer"-Sequenzen der vorliegenden Erfindung werden aus der 
chemischen oder enzymatischen Addition von Monomer-Untereinheiten gebildet Solche 
Oligomere bdnhahen beispielsweise sowohl iineare, cycHsche und verzweigte Polymere von 
Nucteinsauren, Polysaccharide^ Phospholipiden und Peptiden mit entweder alpha-, beta- 
oder omega-Aininosauren, Heteropolymere, Polyurethane, Polyester, Polycarbonate, 
Potyhamstoffe, Polyamide, Polyethylenimine, Pohyarylensulfide, Potysiloxane, Polvimide, 
Polyacetate oder andere Polymere, wie dem Fachmann beim Lesen dieser Beschreibung 
ofiensichtlich ist 

Peptid: 

Ein peptid" ist ein OOgomer, in dem die Monomer* alpha-Aminosauren sind, die Qber 
Amidbindungen verknupft sind. Alternativ kann ein ^Peptid* 4 als ,Polypeptid" bezeichnet 
werden. Im Zusammenhang rah dieser Beschreibung erkcnnt man, daB die Aminosauren das 
L-optische Isomer oder D-optische Isomer sein konnen. Peptide sind mehr als zwei 
Aminosauremonornere lang, und sind haufiger mehr als 10 Aminosauremonomere lang und 
konnen sogar linger als 20 Aminosauren sein, obwohl Peptide, die linger als 20 Ami- 



nosSureo sind, efaer als polypeptide" bezeicbnet werden. Es werdea Standard-Einzelbuch- 
stabenabkurzungen fur Aminosauren verwendet (z3. P fQr Prolin). 

Oligonucleotide: 

5 

Ein M Ofigonucleotid" ist ein einzelstrtngiges DNA- oder RNA-Molekul, das in der Regel 
mit synthetischen Nfitteln hergestellt wurde. Die in der voriiegenden Erfindung verwendeten 
Oligonucleotide haben gewflhnlich ernen Ltoge von 50 bis 150 Nudeotiden, vorzugswetse 
von 80 bis 120 Nucleotide!*, obwoM Oligonucleotide rah unterschiedlichcr L&nge in einigen 

10 Fallen angemessen sein kdnnen. In einer AusfQhningsfbrm der Erfindung werden 
beispidsweise das Oligonucleotid-Tag und das mit diesem Tag identifizierte Polymer 
parallel synthetisiert. In dieser Ausffihrungsfbrm kaim das Oligonucleotid-Tag durch 
Nucleotid-bei-Nucleotid-Zugabeschritte aufgebaut werden - in Koordination mit den 
Monomer-bei-Monomer-Zugabeschritten, die verwendet werden, urn das Oligomer zu 

15 synthetisieren. Zusfttzlich kannen sehr kurze Oligonucleotide, d.h. 2 bis 10 Nucleotide, 
verwendet werden, urn ein bestehendes Oligonucleotid-Tag zu enveitern, urn einen 
Monomer-Kupplungsschritt zu identifizieren. Gedgnete Oligonucleotide kOnnen mit 
Phosphoramidit-Verfehren hergestellt werden, wie von Beaucage und Carruthers, IstL 
Lett. 22: 1859-1862 (1981), oder irat dem Triester-Verfehren nach Matteucci et al., J, Am. 

20 Chem. Soc. 103: 3185 (1981), oder mit anderen Verfehren, wie unter Verwendung her- 
kOmmlicher automatisierter Oligonucleotid-Synthesizer hergestellt werden. 

Operativ verknQpft: 

25 Ene NucleinsSure ist „operativ verknQpft 14 , wenn sie in eine fiinktionale Beziehung mit einer 
weiteren NucleinsSuresequenz gebracht wircL Beispielsweise ist ein Promotor oder ein 
Enhancer „operativ verknQpft" mit einer codierenden Sequenz, wenn der Promotor die 
Transkription der Sequenz verorsacht. GewOhnlich bedeutet operativ verknQpft, daB die 
DNA-Sequenzen aneinandergrenzend verknQpft sind und, falls es notwendig ist, zwei 

30 Protein-codierende Regionen zu verknQpfen, aneinandergrenzend und in einem Leserahmen. 

Rezep tor: 

Ein JUzeptor" ist ein MolekQl, das eine Affinitat zu einem gegebenen Liganden hat 
35 Rezeptoren konnen natQrlich vorkotnmende oder kQnstlich hergestellt MoIekQle sein. 
Rezeptoren kdnnen in ihrer unverSnderten naturlichen oder isolierten Form oder als 
Aggregate mit anderen Spezies verwendet werdea Rezeptoren kfinnen kovalent oder nicht- 
kovalent an ein bindendes Mitglied gebunden sein, entweder direkt oder Qber eine spezidle 
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Bindungssubstanz. Beispiele fiir Rezeptoren, die in den etfindungsgemSBen Verfahren 
angewendet werden kOnnen, beinhalten, sind jedoch nicht beschrinkt Antikfirper, 
Zellmembranrezeptoren, monoklonale Antikfirper, Antiseren, die mit spezffiscfaen andgenen 
Dctemiinanten reagieren (wie auf Viren, ZeUen oder anderen MateriaCen), Polynucleotide, 
Nudeiwauren, Lectine, Polysaccharide, Zeflen, zelluiaren Membranen und Organdie. 
Rezeptoren werden manchmal als ^ntiliganden" bezeichnet. Da bier der Ausdruck 
„Rezeptor" verwendet wird, soli kein Unterscbied in der Bedeutung gemeint sein. Bin 
JLigand-Rezeptor-Paar" wird gebfldet, wenn sich zwei Makromolekfile Qber molekulare 
Erkennung verbunden haben, um einen Komplex zu bilden. 

Andere Beispiele fur Rezeptoren, die mit dieser Erfindung untersucht werden kdiinen, 
beinhalten, sind jedoch nicht beschrfinkt auf: 

MikrwrRanisM^Rezeptorep Die Bestimmung von Liganden, die an Mikroorgaiusmus- 
Rezeptoren binden, wie an spezifische Transportproteine oder Enzyme, die essentia zum 
Oberleben von Mikroorganismen sind, ist verwendbar bet der Entdeckung neuer Klassen 
oder Arten von Aittibiotika. Von besonderem Wert wfiren Antibiotika gegen opportunisti- 
sche Pilze, Protozoa und die Bakterien, die gegen die heme verwendeten Antibiotika resi- 
st ent sind. 

EQzyjnei Beispielsweise ist die Bindungsstefle eines Enzyms, wie den Enzymen, die zur 
Spaltung von Neurotransmittera verantwortfich sind, ein Rezeptor. Die Bestimmung von 
Liganden, die an gewisse Enzyme binden und somit die Wirkung von Enzymen, die ver- 
schiedene Neurotransmitter spalten, modulieren, ist verwendbar in der Entwicklung von 
Arzneimitteln, die bei der Behandlung von Fehrfunktionen von Neurotransmittern verwen- 
det werden konnen. 

Aniikarfiexi Beispielsweise kann die Erfindung bei der Untersuchung von Ligand-Bin- 
dungssteUe dnes AntQcCrpermoIekOls verwendbar sein, das sich mit dem Epitop eines 
Antigens von Interesse verbindet. Die Bestimmung einer Sequenz, die ein aimgenes Epitop 
nacbahmt, kann zu der Entwicklung von Vaccinen fiihren oder fuhrt zu der Entwicklung 
verwandter diagnostischer Mittel oder Verbindungen, die in therapeutischen Behandlungen, 
wie fur Autoimmunkrankheiten, verwendbar sind (z3. Blockieren der Bindung der Seibst- 
Antikfirper"). * 

Nuclelnsauren; Die Erfindung kann verwendbar sein bei der Untersuchung von Sequenzen 
von Nudeinsauren, die als BindungssteUen fur zeSulare Proteine wirken CJona-wirkende 
Faktoren"). Solche Sequenzen konnen z.B. Enhancer oder Promotorsequenzen beinhalten. 
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Tfotalvtische Polypeptide: Polymere, vorzugsweise Polypeptide, die in der Lagc sind, eine 
chemische Reaktion zu fbrdern, die die Umwandlung von einem oder mehreren Reaktanten 
zu einem oder mehreren Produkten beinhaJtet, rind „katalytische Polypeptide". Solche 
Polypeptide beinhalten in der Regd eine spezifische Bindungsstdle fQr mindestens dnen 
Reaktanten oder ein Reaktionszwischenprodukt und eine aktive Funktionalittt in der Nflhe 
der Bindungsstdle, wobei diese FunktionaKtat in der Lage ist, den gebundenen Reaktanten 
chemisch zu modiforieren. Katalytische Polypeptide sind bd Lerner et aL, ScifflCC 252; 659 
(1991)beschrieben. 

fforn ionrezeptoren: Bdspielswdse beinhalten ,JHonnonrezeptoren" die Rezeptoren fir 
Insulin und Wachstumshormon. Die B.estimmung der Liganden, die mit hoher Affinitat an 
einen Hormonrezeptor binden, ist mttzKch bd der Entwicklung beispidswdse eines oralen 
Ersatzes fiir die taglichen Injektionen, die Diabetiker machen mQssen, um die Symptome 
von Diabetes zu lindern und in einem anderen Fall, als Ersatz fiir menschliches Wachs- 
tumshormon, das nur aus Kadavern oder durch rekombinante DNA-Technologie erhalten 
werden kann. Andere Bdspide beinhalten die vasokonstriktiven Horraonrezeptoren. Die 
Bestimmung von Liganden, die an jene Rezeptoren binden, kann zu der Entwiddung von 
Arzneinrittdn zur Kontrolle des Blutdrucks filhren. 

Qpiatrezeptoren: Die Bestinunung von Liganden, die an Opiatrezeptoren im Krn binden, ist 
verwendbar bd der Entwicklung von weniger sOchtig-machenden Ersatzstoffen fur 
Morphium und verwandte Arzneimittd. 

Substrattrager oder fester Tracer: Ein „Substrattr*ger oder fester Trfcger" ist ein Material 
mit dner starren oder halbstarren OberfUtche. Solche Materialien nehmen vorzugsweise die 
Form kldner Perlen, Pellets, Scheiben oder anderer herkOmmlicher Formen an, obwohl 
andere Formen verwendet werden kdnnen. In dnigen Ausffchrungsfbrmen ist mindestens 
dne Oberflftche des Substrats im weseotlichen flach. Eine annfiherungswdse kugelige Form 
ist bevorzugt. 

Svnthetisch: Eine Verbindung ist ^synthetisch", wenn sie durch chemische oder enzymati- 
sche in vttw-Synthese hergestellt wird. Die erflndungsgemSBen synthetischen Bibliotheken 
kfinnen in Gegensatz gesetzt werden zu solchen in viralen Vektoren oder Plasmidvektoren, 
bdspielsweise denjenigen, die in Bakterien, Hefe oder anderen lebenden Wirten vervid- 
feltigt werden. 
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L Vg^hrffl fflff HOTtelhtQg groBer svnthetischer r>fi g omer-BiMi^l,^ CT 

Ein allgemeines Verfehren zur Synthese von statistischen Oligomeren kann verwendet 
werden, um eine riesige Anzahl an Verbinduogen herzustellen, die mit rekombinantea 
Systemen verfflgbar sind. und um die Vidfth des Monomersatzes zu nutzen, die nut che- 
nuschen Syntheseveriahren verf&gbar ist. Man kann leicht bis zu 10 u veracHedene Ohgo- 
mere herstdlen, eine dramatiscfae Verbesserung gegenflber den herkOmndichen Verfehren 
Die vorliegende Erfindung iiefcrt ein einfkches Mittel zur Identifizierung von Oligomeren. 

Das aHgemeine Verfehren umfaBt die Herstellung einer groCen, hoch unterschiedUchen 
Sammlung oder Bibliothek, wobei jedes Mhglied einer solchen Bibliothek eine einzelne 
OLgomersequenz (zJ3 . ein Peptid) um&Bt Die Sequenz kann losiich oder kann an einen 
festen Trager gebunden sein. Falls sie an einen festen Trager gebunden ist. ist das Oligomer 
gewohnlich mittels eines Linkers gebunden. Der Linker hat vor dem Binden eine geeignete 
funktionelle Gruppe an jedem Ende. Eine Gruppe ist fllr die Bindung an den Trager und die 
andere Gruppe fur die Bindung an das Oligomer geeignet. Eine solche Sammlung kann 
beisp.dsweise alle Kombinationen von n Monomeren cntbahen, die die Lfinge x haben, 
wobei n x verschiedene Verbindungen erhalten werden. Die Sammlung kann auch OHgomere 
mrt verschiedenen Monomereinheiten an beispiefawdse nur einer oder einer geringen Zahl 
von Posrtionen enthalten, wobei an alien anderen Poshionen die Sequenz identisch ist Ein 
allgemeines Verfehren beinhaltet in der Regel das Synthetisieren der Oligomere in einer 
zufSlligen kombinatorischen Cstochastischen") Art durch chemisches und/oder 
enzymatisches Zusammensetzen der Monomereinheiten. 

Eine synthetische Ohgomer-BibKothek kann hergestellt werden durch Synthetisieren an 
jeweds einer Vielzahl von festen Tragern einer emzetaen Ohgomersequenz. Die oiigo- 
mersequenz ist verschieden bei den verschiedenen festen Tragern. Die OUgomersequenz 
wnd m einem Verfehren synthetisiert, das die Schritte umfaBt: (a) Verteilung der Trager in 
einer stochastischen Weise unter einer Vieizahl von ReaktionsgefiUJen; (b) Aussetzen der 
Trager m jedem ReektionsgeSB einem ersten Monomer; (c) Zusammenlegen der Trager; (d) 
Verteaen der Trager in einer stochastischen Weise unter einer Vielzahl von Reaktions- 
ge^en; (e) Aussetzen der Trager in jedem ReaktionsgeftB einem zweiten Monomen und 
(t) Wiederholen der Schritte (a) bis (e) mindestens ein- bis zwanzigmal. In der Regel wird 
.m wesenthchen die gleiche Anzahl an festen Tragern in jedes ReaktionsgeftB verteik. Die 
Monomere kormen aus dem Satz von Aminosiuren gewfihlt werden und das erhahene Oli- 
gomer ist ein Peptid. 




Als cin spezielles Bcispiel fttr das Verfehrcn kann man die Synthesc von Pcptidcn ansefaen, 
die drei Reste lang sind, und aus einem Monomersatz mit drei verschiedenen Monomeren 
zusammengcsetzt sind: A, B und C Das erste Monomer wird an drei verschiedene Aliquots 
von Perien gekuppelt, wobei jedes unterschiedKche Monomer in einem unterschiedlichen 
5 Aliquot vorliegt und die Perien aus alien Reaktkraen werden sodann zu&ammengelegt (siehe 
Fig. 1). Der Pool (zusammengelegte Perien) enthtft nun annihrend die gleiche Anzahl an 
drei verschiedenen Arten von festen TrSgem, wobei jede Art durch das Monomer in der 
ersten Position charakterisiert ist Der Pool wird vermischt und auf die getrennten 
Monomer-Reaktionstdpfchen oder -gefiBe mit A, B oder C als Monomer wiedervertdlt. 
10 Sodann wird der zweite Rest angefcuppelt 

Im AnschluB an diese Reaktion hat nun jedes Ge&fl Perien mh drei versdiiedenen Mono- 
meren in Position 1 und dem Monomer aus jedem einzelnen zweiten ReaktionsgeftB in 
Position 2. Alle Reaktionen werden dann wieder zusammengelegt, unter Herstellung eines 

15 Gemisches aus Perien, die jeweils eines der neun moglichen Dimere tragen. Der Pool wird 
sodann unter den drei ReaktionsgeftBen verteilt, gekuppelt und zusammengetegt. Dieses 
Verfehrcn der sequenziellen Synthese und des Mischens ergibt Perien, die alle mOglichen 
Reaktionswege durchlaufen haben und die Sammlung an Perien umfaflt alle Trimere von 
drei Aminosfturen (3 3 = 27). Somit wird ein kompletter Satz an Trimeren aus A, B und C 

20 konstruiert. Wie leicht zu sehen ist, hilft die Verwendung einer genQgend groBen Anzahl an 
Syntheseperlen sicherzustellen, daB der Satz der verschiedenen Kombinationen an 
Monomeren, die in diesem zuffilligen, kombinatorischen Syntheseschema angewendet 
werden, voDstftndig reprasentiert ist. 

25 Diese Ver&hren zum Zusammensetzen von Oligomeren aus vielen Arten von Monomeren 
erfordert die Verwendung von geeigneter Kupplungschemie fllr einen gegebenen Satz an 
Monomereinhdten oder Aufbaubldcken. Jeder Satz an Aufbaublfccken, der in einer Schritt- 
bei-Schritt-Art aneinander gebunden werden kann, kann als Monomersatz dienen. Die 
Bindung kann mit chemischen, enzymatischen oder anderen Mhteln oder durch eine 

30 Kombination jedes dieser Mittel vermhtelt werden. Die sich ergebenden Oligomere kOnnen 
linear, cyclisch, verzweigt, oder sie kdnnen verschiedene andere Konformationen annehmen, 
wie fUr den Fachmann offensichtlich ist Verfehren zur Festphasensynthese von 
Pofypeptiden sind beispielsweise bei Memfield, supra, beschrieben. Peptid-Kupplungs- 
chemie ist auch in The Peptides. Vol. 1 (Eds. Gross R, und J. Meienhofer, Academic Press, 

35 Orlando (1 979)) beschrieben, 

Um die Oligomere zu synthetisieren, wird eine Sammlung einer groBen Anzahl an festen 
TrSgem unter einer Anzahl an Reaktionsge&Ben aufgeteSt In jeder Reaktion wird ein 
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unterschicdliches Monomer an die wachsende Oligomerkette angekuppeh. Die Monomens 
konnen von jeder Art sein, die fur die chemische Kupplung geeignct aktiviert werden kana 
Oder bei der enzymatischen Kupplung akzeptiert wild Da die Reakb'onen in getrennten 
ReaktionsgefSfien enthalten sein konnen, konnen sogar Monomere mit unterschiedlicher 
Kupplungschemie verwendet werden, um die Oligomere zusatnmenzusetzen (siehe The 
Peptides, supjs). Die Kupplungszeit fur einige Monomersatze kann lang sein. Daher 1st die 
bevorzugte Anordnung diejenige, in der die Monomerreaktionen parallel ausgefuhrt werden. 
Nach jedem Kupplungsschritt werden die festcn Trager zusamraengelegt, an denen die 
Oligomere der Bibfiothek synthetisiert werden, und vor der Wiederverteilung in die 
einzetaen ReakttonagefiBe fur den nichsten Kupplungsschritt gemischt. Dieses Mischver- 
fchren liefert feste Trager mit vielen Oligomer-Sequenzkombinationen. Wenn jeder Syn- 
theseschritt eine hohe Kupplungseffizienz hat, dann haben im weseoth'chen alle Oligomere 
an einem einzelnen festen Trager dieselbe Sequenz. Diese Sequenz wird durch den Syn- 
theseweg (Art und Sequenz der Monomerreaktionen) fur einen gegebenen festen Trager am 
Ende der Synthese bestimmt. Die maximale Lange der Oligomere ist in der Regel weniger 
als etwa 20, gewdhnlich von 3 bis 8 Resten Unge. In einigen Fallen kann jedoch eine Lange 
von 10 bis 12 Resten bevorzugt sein. Bekannte Schutzgruppen konnen verwendet werden, 
um falsche Kupplung zu verhindem (siehe The Peptide VoL 3 (Eds. Gross E., und J. 
Meienhofer, Academic Press, Orlando (1981)). Modifikationen dieses voJlstftndig zufSlligen 
Ansatzes sind ebenfalls moglich. Beispielsweise kann der Monomersatz von Schritt zu 
Schritt enveitert oder verringert werden; oder der Monomersatz kann fur den nichsten 
Schritt komplett ausgewechselt werden (z.B. Aminosfiuren in einem Schritt, Nucleoside in 
einem anderen, Kohlenhydrate in wieder einem anderen Schritt), falls die Kupplungschemie 
verfflgbar ware (siehe Gait, Oligonucleotide SvnthabK A Pt.^) ^ Prrrr »> IRL Press, 
Oxford (1984); Friesen und Danisheftky, J. Amer. Chem y r V y ^ (1989) und 
Paul8en ' AllBew. Chem- Int. Ed, End . . 23 : 212 (1986). Monomereinheiten fir die 
Peptidsynthese konnen beispielsweise einzelne Amtnosauren oder groGere Pepu'deinheiten 
Oder brides beinhahen. Eine Variation ist, einige Pools mit verschiedenen Sequenzen an 
festen Tragern zu bilden, die unter verschiedenen Monomersfttzen geteilt werden bei 
gewisssen Schritten der Synthese. Mit diesem Ansatz kann man audi Oligomere mit 
verschiedenen Lfingen mit entweder verwandten oder nicht-verwandten Sequenzen 
aufbauen und man kann bestimmte Monomerreste an einigen Positionen festhalten, wahrend 
die anderen Reste variieren, um OHgomerrahmen zu konstruneren, in denen bestimmte 
Reste oder Regional verindert werden, um fur Vidfeh zu sorgen. 

Die chemische oder enzymatische Synthese von erfindungsgemfiflen Oligomer-Bibliotheken 
findet in der Regel an festen Tragern start. Der Ausdruck Jester Trager", wie er bier 
verwendet wird, umfaBt ein TeHchen mit geeigneten Steflen for die OBgomersynthese und. 
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in einigen Ausf&hrungsformen, fur die Bindung und/oder Synthesc des Tags. Es gibt dnige 
feste Trfiger, die bei der Hersielhing der erfindungsgemSBen synlhetischen Ofigomer- 
Bibliotheken verwendbar sind. Feste Trfiger werden herkOmmHch bei der Festphasen- 
synthese von beispielsweise Peptiden und Nucleinsfiuren und anderen Oligomers, wic 
5 vorstehend aufgezihlt, verwendet und sind somit bekannt 

Mit gerrtigend festen Trfigern und effizientem Kuppeln kann man die kompletten Sfttze 
bestimmter Oligomere, falls es erwOnscht ist, hersteUea Allgemein liegt die GrCBe des 
festen Tragus fan Bereich von 1 ran bis 100 (im, es kann jedoch ein gitfBerer fester Trfiger 

W mh bis zu 1 mm GrfiBe verwendet werden. Die geeignete Grdfle ftir den festen Trager hangt 
von (1) der Anzahl an Oligomersynthesestdlen und den erwOnschten Bindungsstellen des 
Identifizierungs-Tags, (2) der Anzahl an verschiedenen zu synthetisierenden Verbindungea 
(und der Anzahl an festen TrSgern, die die jeweiligen Oligomere, die f&r die 
Durchmusterung benStigt werden, tragen); und (3) der Wirkung auf die GrOBe der festen 

15 Triger bei bestimmten Durchmusterungsstrategien [z.B, Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierer 
(FACS)], die verwendet werden, ab. 

In einem speziellen Beispiel kfinnen feste Trager mit 1 \im Durchmesser verwendet werden. 
Wenn jede Reaktion ca. 0,2 ml feste Trftger enthfilt, und die Oligomere aus einem Satz von 

20 50 Monomeren (50 parallele Reaktionen) synthetisiert werden, dann waren insgesamt 10 ml 
feste Trfiger oder ca. 10 13 feste Trfcger erfbrderiiclL Wenn es erwunscht ist, Hexamere mit 
diesen 50 Monomeren herzustellen, dann gibt es mehr als 1,5 x 10 10 mfigliche Sequenzen 
und jede spezielle Sequenz wire an etwa 10 3 festen Trfigern vcrtretexu Erne geschfitzte 
Kapazkfit jeder Perle, basierende auf der Kapazitat herkemmlich verwendeter 

25 Peptidsynthese-Harze liegt bei etwa 0,1 pg Peptid pro Perie. Mh dieser Schitzung Mtte 
dann jeder feste Trftger etwa 10* Oligomerketten. 

Um die Effizienzen beim Waschen zu verbessem, sind feste Trtger bevorzugt, die weniger 
ports als Qbliche Peptidsynthese-Harze sind Diese Trftger haben dne niedrigere Dichte von 

30 wachsenden Ketten, jedoch kdnnen sogar mit einem Abnehmen der Kapazitat um dnige 
GrdBenordnungen, ausreichende Oligomerdichten fur effizientes Durchmustern hergestellt 
werden. Mit weniger pordsen Trftgem ist ein grOBerer Anteil an Oligomeren fflr die 
Bindung an den Rezeptor wfihrend des Durchmusteamgsvofehrens verf&gbar. AuBerdem 
vermindern die weniger por6sen Trager das Hintibertragen von Tags aus einer Reaktion zu 

35 der nfichsten, wobei die Genauigkeit des Ablesens der dominanten (korrekten) Tags 
verbessert wird. 
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Solche festen Trager kdnnen jede Form haben, obwohl sic vorzugsweise annShemd kugd- 
formig and. Die Trager mOssen nicht notwendigerweisc in GrOfle, Form oder Zusammen- 
setzung homogen sein, obwohl die Trager gewOhnEch und vorzugsweise einhdtlich and. In 
einigen Ausfflhrungsfbrmen konnen Trager, die sehr dnheitlich in der GrOfle sind, besonders 
bevorzugt sein. In einer anderen AusfUhrungsform jedoch kdnnen zwei oder mefar deutlich 
verschiedene Populations von festen Trigern fur gewisse Zwecke verwendet werden. 

Feste Trfiger kdnnen aus vielen Materialien bestehen. EHese sind hauptsichlich durch die 
Kapazitfit fur die Derivatisierung zura Binden jeder einer Anzahl von chemisch reaktiven 
Resten und der KompatibiMt mit der Chemie fur die Oligomersynthese und das Binden des 
Tags beschrankt. Geeignete Tragerrnaterialien beinhalten Glas, Latex, stark vernetztes 
Polystyro! oder ahnliche Polymere, Gold oder andere kolloidale Metallteflchen und andere 
bekannte Materialien. Aulter es ist anders beschrieben, kdnnen die chemisch reaktiven 
Reste. mit denen solche festen Trager derivatisiert werden konnen, diejeoigen sein, die 
nerkdinmlich bei der Festphasensynthese der jeweiligen Oligomere verwendet werden und 
sind sorait bekannt Die erfindungsgeraiB verwendeten festen Trager beinhalten krine 
lebenden Zeilen, Vtren oder Vektoren zum Klonen, wie Phagenvektoren oder Plasmide. 

11 Vcrfabien mm Herstellen getaretcr svnth^h ^ Oliimm^-B ftijoft,^ 

Die die Bibliothek umfassenden Oligomere sind auch an em Identifizierungs-Tag gebunden, 
das leicht decodiert werden kann, urn die Sequenz jedes Oligomers aufeuzeichnen. Die 
Identifiaerungs-Tags kdnnen entweder an das Oligomer oder den festen Trager, an den das 
Oligomer gebunden ist, gebunden sein. Die Bindung ist vorzugsweise mhtels eines Linkers, 
der vor der Bindung eine geeignete funktionelle Gruppe an jedem Ende hat, wobd dne 
Gruppe fUr die Bindung an den Trager und die andere Gruppe fur die Bindung an das 
Identifizierungs-Tag geeignet ist. Altemativ kann das Identifizierungs-Tag an ein Monomer 
gebunden sein, das in das Oligomer einverieibt ist oder direkt an denselben Linker gebunden 
ist, der das Oligomer an den festen Trager bindet In der letzteren Ausfthrungsfbrm hat der 
Linker vor der Bindung eine dritte fimktionale Gruppe, die fir die Bindung des 
Identifizierungs-Tags geeignet ist. 

Ene synthetische Oligomer-Bibliothek, die Idemifizierungs-Tags beinhaltet, wird durch 
Synthese einer einzelnen Oligomersequenz an jeweOs einer Vielzahl von festen Tragem 
hergesteat und eines oder mehrere Identifizierungs-Tags identifizieren die Oligomersequenz. 
Die getaggte synthetische OHgomer-Bibliothek wird in einem Verfahren hergestelh, das die 
Schritte timfaflt: (a) Verteihmg der Trager urrter einer Vielzahl von Reaktionsgeftflen; (b) 
Aussetzen der Trtger in jedem Reaktionsgefifl einem ersten Oligomer-Monomer und einem 



ersten Identifizierungs-Tag-Monomer; (c) Zusaramenlegen der Trflger, (d) Vertdhipg der 
Trftger unter einer Vielzahl von ReaktionsgeftBcn; und (e) Aussetzen da" Trftger cinem 
zwetten Oligomer-Monomer und einem zweiten Identifizierungs-Tag-Monomer, We 
vorstehend beschrieben, kann die Erfindung audi in einer Wetse ausgef&hrt werden, in der 
es keinen festen Trftger gibt Bei dieser Ausfilhrung wird das Tag direkt an das zu 
synthetisierende Oligomer gebunden. Die Schritte des jeweiligen Verfahrens werden in der 
Regd on- oder roehrmals, jedoch gewdhnlich weniger als zwanzigmal wiederholk 

Die festen Trftger kOnnen einem Oligoraer-Monomer und einem Identifizierungs-Tag zur 
selben Zeit oder sequentiell ausgesetzt werden (oder darait gekuppdt werden). In jedem 
Fall werden die Trftger sodann zusammengdegt und dem zweiten OUgomer-Monomer und 
dem zwdten Identifizienings-Tag ausgesetzt. Wie vorstehend werden diese Schritte wie- 
derholt, in der Regel von ein- bis etwa zwanzigmaL Die Erfindung wird hier hauptsftchlich 
in bezug auf die HersteUung von MoIekQlen mit Sequenzen von Aminosfiuren beschrieben. 
Die Erfindung kann jedoch leicht auf die Herstdlung anderer OUgomere angewendet wer- 
den und jeder Satz von Verblndungen kann in einer Baustein-bd-Baustdn-Art synthetisiert 
werden, wie dem Fachmann bekannt ist. 

In einer anderen Ausfuhrungsfbrrn wird der feste Trftger fUr die Synthese aller Mitglieder 
der Bibliothek verwendet. Die Mitglieder werden jedoch von dem Trftger vor der Durch- 
musterung abgespaltea In dieser AusfQhrungsform kann die Synthese von getaggten Oli- 
gomeren unter Verwendung von in groBem MaOstab immoblisierter Polymersynthesever- 
fahren (VLSIPS™) errdcht werden. Siehe US-PS 5,143,854 und PCT-Patentver5ffent- 
Uchung Nr. 92/10092. Eine Ansammlung von Oligonucleotiden wird an dem VLSIPS™- 
Chip synthetisiert. Jedes Oligonucleotid ist fiber dne spaHbare Gruppe, wie eine Disulfide 
gruppe, an den Chip gebunden. In einer Ausf&hrungsfbrm hat jedes Oiigonucleotid-Tag eine 
Aminogruppe am frden Ende und enthftlt nur Pyrimidin oder Pyrimidin und Purin-analoge 
Basen. Zus&tzlich enthftlt jedes Oligonucleotid Bindungsstellen fUr die Vervidf&ltigung, dh. 
PCR-Primer-Stellen und wahlwdse eine Sequenzienmgs-Primer-Stdle. Ein kurzer 
Abschnitt jedes Oligonucleotids codiert emzigartig f&r die Monomersequenz des zu 
taggenden Oligomers. Dann werden bdspielswdse Peptide synthetisiert, gegebenenfells von 
den frden terminalen Aminogruppen an jedem Oligonudeotid, so dafi jedes Peptid an ein 
Tag gebunden ist Die gesamte Sammlung an Oligonudeotid-Peptiden kann von dem Chip 
losgelOst werden, urn eine losliche getaggte Oligomer-Bibliothek zu erzeugen. 

Bevorzugter jedoch wird die Oiigomer-Bibliothek an Perien oder Teilchen gebildet Ein 
Verfahren der Perienfimktionalisierung mit kompatibler Chemie ftr die Peptidsynthese und 
die Runden-bei-Runden-Bindung der OIigonudeotid-Identifizi«ungs-Tags ist in den Fig 
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3.1 bis 3.6 gezeigt. Gksperlen werden unter Verwendung von AminopropyhriethoxysUan 
derivatiaert und an beta-Alanin-AbstandshaJterrest wird mit dem aktivierten Ester- 
Verfahren gekuppelt Die Ofigooudeotid-Tags konnen gegebenenfalis in cine Biotingmppe 
emgefiigt werden, urn die Reinigung, Hybridisierung, Vervielfitogung oder Detektion zu 
vereinftchen (siehe Fierce ImmunoTechnotogv frying and FfandWy 1991. KonuneraeD 
erhahliche Fmoc-geschtttzte Aminos&uren und Standard-BOB-Kupplungsschemie wird fur 
die Peptidsynthese verwendet (siehe The Peptides aon). Geschutztes Polvpyrimidin (z3. 
Cytidin-geschOtzt als K»-Bz-C) und/oder Purinanaloga-haltige Oligonucleotide, die resistent 
gegen die Kupplungsreagenzien und die Reagenzien zum Entfemen der Schutzgruppen and, 
die in der Peptidsynthese verwendet werden, werden mittefs Maleimidchemie an die 
unmaskierten Thiolgruppen gebunden, die in die wachsenden Peptidketten mit einer 
niedrigen Frequenz (d.h. 0,1%) als Cysteinreste mit maslderten Thiolgruppen eingefflgt 
werden (wobei die Masken selektiv vor dem Taggen entfemt werden konnen). In anderen 
crfindungsgernaflen Ausfuhrungsformen kormte die Verwendung von geschutzten 
Nucleoaiden oder Oligonucleotiden nicht notwendig sein. 

Umjedoch die IntegritSt eines Oligonucleotid-Tags wahrend der Peptidsynthese zu erhahen, 
kann es notwendig sein, verschiedene Kombinationen von Schutzgruppen und/oder 
synthetischen Nucleotiden zu verwenden, urn den Abbau des Tags oder des synthetisierten 
Oligomers zu verhindern. Im allgemeinen sind Polypyrimidin-OUgonucleotid-Tags relativ 
staba unter den typischen Peptidsynthesebedingungen, im Gegensatz zu OUgonucleotid- 
Tags, die natOriiche Purinnudeotide enthalten, jedoch kann ein Polypyrimidin-Nucleotid- 
Tag eintgennaOen schwierig mit PCR zu vervidfaltigen sein. Es kann notwendig sein, 
Purinbasen oder Analogs, die auf ihre Fahigkeit, den Bedingungen bet der Peptidkupphmg 
(und dem Entfemen der Schutzgruppen) getestet wurden, in das Tag einzufugen, urn die 
gewQnschte EfBzienz bei der Vervielffiltigung zu erreichen. Fflr die Zwecke der vorliegen- 
den Erfindung kann das Tag gegebenenfalis von 10 bis 90%, vorzugsweise 35 bis 50% und 
insbesondere 33 bis 35% Purin oder Purinanaloga-Nucleotide enthahen. Die Oligo- 
nucleotide konnen gegebenenfalis Phosphatschutzgruppen (z.B. O-Methylphosphate) mit 
einer hdheren Baseiutabilitat als die Standard-beta-Cyamiethylgruppe, die anfillig gegen- 
uber der Piperidinspaltung sein kann, enthalten. In solchen Fallen kann die Entfernung der 
Schutzgruppe von dem Peptid und Oligonucleotid durch sequentielle Behandlung mh 
Thiophenol, Trifluoressigsfture und ethanolischem Ethylendiamin bei 55°C bewirkt werden 
In einer anderen Amfthrungsform werden photolabile alpha-Aminoschutzgruppen in 
Verbindung mit Basen-Iabilen Seitenkettenschutzgruppen fur Aininosauren und Standard- 
beta-Cyanoethylschutzgruppen fur die OUgonudeotid-Tags verwendet 



In einer anderen Ausfuhningsform kOnnen Oligonucleotide mit sowohl modifizierten Oder 
synthetischen Purinen und Pyrimidinen parallel mit Peptiden synthet&ert werden, unter 
Verwendupg von herkOmmlichen Fmoc/-*Bu-geschfltzten AminosSuren. In diesem Verfah- 
ren kann man auch O-Allyl- und N-ADyloxycaibonylgruppen verwenden, um die Phos- 
phatsauerstof&tome und die exocyclischen Amine der Nucleosidbasen jewefls zu schtttzen 
(siehe Hayakawa et at, J Amer.Chem. Soc. 112 : 1691-1696, 1990). Durch Amvenden des 
niilden Oxidationsmittels 'BuOOH ftr die Oxidation am Phosphor kann man die Oxidation 
der Aminosauren Methionin, Tryptophan und Histidin minimieren (siehe Hayakawa et al., 
Tetr. Lett. 27 : 4191-4194, 1986). Die Venvendung von Pyridiniumhydnx^orid/Imidazol 
als dn Phosphoramiditaktivator fuhrt zu der selektiven S'-O-Phosphitylierung auf Kosten 
von niedrigen Anteilen an falscher Reaktion am Stickstoff an dem Peptid oder Oligo- 
nucleotid (siehe Gryaznov und Letsinger, Nucleic Adds Research 20: 1879-1882, 1992). 
Die Stabtfitat der Purinnucleotide gegenOber starker Saure (zJB. TFA) wird durch Ver- 
wendung von Phosphoramiditen der Purinnucleosidanaloga 7-Deaza-2 , -deoxyadenosin und 
7-Deaza-2'-deoxyguanosin verfiindert (siehe Barr et al., BioTcchniques 4: 428-432, 1986, 
und Scfaeit, Nucleotide Analops: Synthesis and Bio logical Function, Sdten 64-65 (John 
WHey and Sons, New York)). 

Die vollstandig zusammengesetzten Peptid- und Oligonucleotidketten kdnnen zuerst durch 
Behandhing der Produkte mit 30% Piperidin in DMF, um die Amino-tenninalen Fmoc- 
Gruppen zu entfernen, von den Schutzgruppen befreit werden. Dann werden die afly&chen 
Schutzgruppen entfernt unter Venvendung von THF, das Tris-(dibenzylidenaceton)- 
dipaladium-chloroform-Komplex enthfilt, Triphenylphosphin und n- 
Butylamin/Ameisensfture, gefolgt von einem Waschschritt mit THF, einem Waschschritt mit 
waBrigem Natrium-N,N-diethyldithiocarbamat und einen Waschschritt mit Wasser Am 
SchluQ werden die Sdure-labilen Ammosaureschutzgruppen durch Behandlung mit 95:5 
TFA/Wasser entfernt. 

Andere Verfehren liefern ebenfells einen wirksamen orthogonalen Schutz wflhrend des 
parallelen Zusammensetzens der Oligonucleotide und der Peptide. Diese Verfahren bein- 
hahen die Venvendung von S&ure-labilen Schutzgruppen an den Phpsphaten und den 
exocyclischen Aminen von Deoxycytidin, 7-Deaza-deoxyadenosin und 7-Deaza-deoxy- 
guanosin, die ausreichend stabil sind, um der 3% TrichloresagsSure zu widerstehen, die bei 
der 5*-0-Detritylierung venvendet wird. Weiterhin beinhahen diese Verfahren die 
Venvendung von photochemisch entfembaren Schutzgruppen an diesen Resten und Kom- 
binationen von solchen Sauren und photolabilen Resten (ffir photolabile Schutzgruppen fiir 
Phosphate siehe Baldwin et al., Tett. Lett. 46: 6879-6884 (1990), siehe auch Fig. 5). 
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IIL Identifiaeru ng der Sequenz iedes Oligomers 

Die vorliegende Erfindung licfert ein Verfehren zur Identifizicrung der Zusarnmensetzung 
und der Sequenz jedes Oligomers in der Bibliothek. Durch Verfblgen des synthetischen 
Wegs, den jedes Oligomer beschritten hat, kann man auf die Sequenz der Monomere jedes 
Oligomers zurQckschlieflen. Das Verfehren beinhahet das Binden eines Identffizierungs- 
Tags an das Oligomer, das die Monomerreaktionen und die entsprechenden Scfarittzahien 
anzeigt, die jedes Oligomer in der Bibliothek definieren. Nach einer Reihe von Synthese- 
schritten (und gleichzeitiger Zugabe von Identinaerungs-Tags) Jest" man die mit einem 
Oligomer assoziieiten Identiftrierungs-Tag(s), urn die Sequenz dieses Oligomers zu 
bestimmen. 

Beispielsweise kann man mikroskopisch erkennbare alphanumerische Tags an jede Perie 
binden (siehe Fig. 2): „A1" bedeutet, daB die Perle an einer A-Monomerreaktion bei Schritt 
I teilgenommen hat, „C2" bedeutet, daB die Perle an einer C-Monomerreaktion an Schritt 2 
teagenommen hat und „B3" bedeutet, daB B-Monomer in Schritt 3 zugegeben wurde, usw. 
Am Ende der 3-Schritt-Synthese hitte die Perle 3 Tags gebunden, z.B. At, C2 und B3, was 
andeutet, daB die Sequenz der Peptide an der Perie ACS ist Dieses Schema erfordert eine 
Anzahl verschiedener Identifiaerungs-Tags maximal gleich dem Produkt der Anzahl 
verschiedener Monomere und der Anzahl der Syntheseschritte (neun in diesem Beispiel). 
Die Anzahl an Identifizierungs-Tags ist reduziert, wenn die Symoole aneinander in der 
Reflienfolge der Schritte gebunden sind: A, A-C, A-C-B. In diesem Fall sind nur so viele 
Identifizierungs-Tags wie Monomere notwendig. Der Identifizierungs-Tag wird im 
wesentlichen in derselben Weise aufgebaut, wie die Peptide, urn die Aufedcnnung daruber 
zu erhalten, welches Monomer zugegeben wurde und in welchem Addhionsschritt. 

Die Identifizierungs-Tags davon identiflzieren die jeweilige Monomerrealrtion, die ein 
individueUes Mitglied der Bibliothek oder der feste Triger durchlaufen hat und zeichnet den 
Schritt in der Synthesereihe auC in dem das jeweilige Monomer zugegeben wurde. Die Tags 
konnen unmittelbar davor, wahrend oder nach der Monomerzugabe-Reaktion gebunden 
warden, wie es zweckmaBig und kompatibel mit der Art des Identifizierungs-Tags, der 
Arten der Btndung und der Chemie der Oligomersynthese ist Das Identifizierungs-Tag wird 
zugegeben, wenn die festen Trager, die einen spezifischen Monomeradditionsschrrtt 
durchlaufen haben, physikalisch zusammen sind und so als eine Gruppe markiert werden 
konnen, d.h. vor dem nachsten Schritt des Zusammenlegens. 

In einigen Fallen kann es selbstverstandlich, wenn nur eine geringe Anzahl an Mono- 
mereinheiten eines Oligomers variiert wird, kann es notwendig sein, nur diejenigen 
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Monomers zu identifizieren, die unter den CHigomeren variieren, wie wenn man nur einige 
Aminosfiuren iireinem Peptid variieren mflchte. Beispielsweise kOnnte man nur 3 bis 6 
Aminosfiuren in einem Peptid, das 6 bis 12 Aminosfiuren lang ist, variieren, Oder man 
mSchte nur 5 Aminosfiuren in Polypeptide^ die bis zu 50 Aminosfiuren lang and, findern. 
5 Man kann die Sequenz jedes Peptids einzigartig identifizieren, indera man fUr jeden festen 
Trfiger ein Identifizierungs-Tag zur Verfiigung stellt, das nur die Aminosfiuren, die in jeder 
Sequenz variiert sind, spezifiziert, was dem Fachmann leicht verstflncffich ist. In solchen 
Fallen kannen alle festen Trfiger in demselben ReaktionsgeftB ftr die Zugabe gemdnsamer 
Monomereinheiten verbleiben und k6nnen fUr die Zugabe der unterscheidenden 
10 Monomereinheiten auf verschiedene Reaktionsgeftfle verteih werden. 

Das Identifizierungs-Tag kann mit einem Oligomer fiber eine Vidfelt von Mechanismen, 
entweder direkt, Qber ein verkniipfendes Molekul oder flber men festen Trfiger, an dem das 
Oligomer synthetisiert wird, assoziiert sein. Bei der letzteren Art k6nnte das Tag auch an 
15 einen weiteren festen Trager gebunden sein, der wiedemm an den festen Trfiger, an dan das 
Oligomer synthetisiert wird, gebunden ist 

IV, Arten von Id entiftaerungs-Tags 

20 Das Identifizierungs-Tag kann jedes erkennbare Merkmal sein, d.h. zura Bei spiel mikro- 
skopisch unterscheidbar in Form, GroBe, Farbe, optischer Dichte, etc.; unterschiedlich beim 
Absorbieren oder Emittieren von Licht; cheraisch reaktiv; magnetisch oder elektronisch 
codiert; oder in einer anderen Weise mit der erforderiichen Information klar markiert und 
bei einem Level von einem (oder wenigen) festen Trfigern entschlQsselbar. In einer 

25 AusfOhrungsform beinhaltet jede Perie oder ein anderer fester Trfiger in der Bibliothek eine 
Vidzahl von Fluorophoren oder anderen Licht-ansprechbaren Arten von MoIekQlen, deren 
spektrale Eigenschaften verfindert werden kdnnen und daher zur Speicherung von 
Information verwendet werden kdnnen. In einer solchen Art beinhaltet eine Perie one 
Vielfelt von Fluorophoren, die jeweils sdektiv photobleichbar rind und so unffihig £Dr 

30 Fluoreszenz werden oder in der Fluoreszenz abnehmen. Wfihrend jedes Kupplungsschritts 
wird die Perie bestrahlt (oder nicht), urn einen oder mehrer bestimmte Art$n von Fluoro- 
phoren photozubleichen (oder nicht), womit die Identitfit des Monomers in dem syntheti- 
sieiten Oligomer aufgezeichnet wird. Siehe Swnpfr2?ft 1213 (6. Mfirz 1992). 

35 Man kann mikroskopisch identifizierbare Tags als kleine Perien von erkeraibar unter- 
schiedlichen GrttBen, Formen oder Farben oder mit Strichcodes (bar codes) markiert, Icon- 
struieren. Die Tags kdnnen „maschinenlesbare w Liimineszenzmarkierungen oder radioaktive 
Markierungen sein. Der Identifizierungs-Tag kann auch eine codierbare molekulare Stniktur 
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sein. Die Information kann in der Grtfie (z.B. Unge canes Polymers) oder der 
Zusammensetzung des MolekOls codiert sein. Das beste Beispid fiir die letztere Art von 
Tag ist eine Nudeinsfiuresequenz, d.k RNA oder DNA, die aus natQriichen oder modifi- 
zierten Basen zusammengesetzt ist. 

Synthetische Oligodesoxyribonudeotide and insbesonders bevorzugte informationstragende 
Identifiziemngs-Tags. Oligonucleotide sind ein natfirliches, hochdichtes Informal- 
onsspeichermedium. Die IdentitSt der Ait des Monomers und des Zugabeschritts wird ein- 
fach in einer kurzen Oligonucleotidsequenz codiert und bdspidsweise an jede Peptidsyn- 
these-Perie angehfingt Wenn eine einzelne Perle durch Durchmusterung isoliert wird, zJB. 
fiir Rezeptorbindung, kfinnen die gebundenen Oligonudeotide mh Verfahren, wie PGR, 
vervielffiltigt werden (siehe PCR Protocols: A guide to Methods and Applications- (Innis, 
M., Gelfand D., Sninsky, J. und White, T. f Academic Press, San Diego 1990) odor sie 
kfinnen mit anderen Nuddns^re-Vervielfflltigungsverfehren, wie die Ligase-Kettenreaktion 
oder das selbst-erhaltende Sequenz-Replikationssystem vervielfiltigt werden. Das 
vervielf&ltigte Produkt kann einfech sequenziert oder anders identifiziert werden, um die 
Identitat des Peptids an der Perle zu decodierea Fur diesen Zweck kann man jede einer 
Vielfalt von Sequenziemngsmethoden venvenden, einschlieBlich das Sequenzieren mit 
Sequenz-spezifischer Sondenhybridisierang. 

Akernativ kann die Information eher in der Unge a!s in der Sequenz, oder zusatztich zu der 
Sequenz des Oligonucleotids codiert sein. Wenn nur die Lange des Oligonudeotids 
verwendet wird, um jede spezifische Monomerzugabe zu dem Oligomer darzustellen, dann 
kann die Identitat des Oligomers durch Vervielffikigen des Oligonudeotids decodiert wer- 
den, wie vorstehend beschrieben, und die Maikientngen werden Qber jede einer Vidzahl 
von GrfiBentrennungsverfahren identifiziert, einschlieBlich Polyacryiamidgelelektrophorese 
oder Kapillardektrophorese. 

Es gibt verschiedene Arten, in denen Oligonudeotide als Identifizierungs-Tags verwendet 
werden kfinnen. Die Oligonudeotide kfinnen vor, wShrend oder nach dem entsprechenden 
01igomer-(z3. Pepdd)-Syntheseschritt Base^bei-Base zusammengesetzt werdext In einem 
Fall der Base~bei-Base-Synthese ist das Tag filrjeden Schritt ein dnzelnes Nucleoid oder 
hftchstens sehr wenige Nucleotide (d.h. 2 bis S). Diese Strategie erhalt die Reihcnfolge der 
Schritte in der linearen Anordnung der Oligonudeotid-Kette, die paralld mh dem OSgomer 
wachst. Um die chemische Kompatibilftit der parallelen Syntheseschritte (z.B. Oligo- 
nucleotide und Peptide) zu erhalten, kann man die Standard-Synthesechemien modifizieren. 



Eine Variation der Basen-bei-Basei^Zusammensctzung ist der Bk>ck-bei-Block-Ansatz. 
Codierte Sitze an Nucleotide!! kCodons") von 5 bis 10 oder mehr Basen werden als 
geschQtzte, aktivierte Blficke zugegeben. Jeder Block trigt die Information der Monomer- 
Art und die Reihenfolge der Zugabe reprSsentiert die Rdhenfolge der Monomer-Zugabe- 
reaktioa Altemativ kann der Block die OUgomersynthese-Sdirittanzahl genauso wie die 
Information der Monomer-Art codteren. 

Man kann auch geschQtzte (oder ungeschtttzte) Oligonucleotide mit Vervielftltigungs- 
Primer-Stellen, Monomer-spezifischer Information und Reihenfolge-der-Zugabe-Ihfonna- 
tion anhangen, die von 10 bis 50 bis 150 Basen lang sind bei jedem Schritt Am Ende einer 
Reihe von n OUgomer-Syntheseschritten gfibe es n unterscfaiedlich codierte SStze an Oli- 
gonucleotid-Identifizierungs-Tags, die nut jeder Oligomersequenz assoziiert sind. Nach dem 
Identifizieren der Oligomere mit Uganden-Aktivitfit werden die assoziierten Oligonucleotide 
mit PGR vervielfiltigt und sequenziert, urn die Identitftt des Oligomers zu decodieren. 

V. Bindung der Identifizienings-Tagfs) an das Oligomer 

Die Identifiziemngs-Tags kdnnen an chemisch reaktive Gruppen (z3. unmaskierte Thiole 
oder Amine) an der OberflSche eines SynthesetiSgers gebunden sein, der fonktionalisiert ist, 
um die Synthese eines Oligomers und die Bindung oder die Synthese der Oligonucleotide 
Identafizierungs-Tags zu ermOglichert Die Tags kOnnten auch an Monomere gebunden sein, 
die in cinem geringen Anteil in die Oligomer-Ketten oder als caps in einer geringen Anzahl 
der Oligomer-Ketten oder als reaktive Stellen an den Linkern, die die Oligomer-Ketten mit 
dem festen Trftger verbinden, einverlcibt sein. 

In einer AusfUhrungsform haben die festen TrSger chemisch reaktive Gruppen, die unter 
Verwendung zwei verschiedener oder „orthogonalef tt Arten von Schutzgruppen geschfltzt 
sind. Die festen Trfiger werden dann einem ersten Mittel zum Entfornen der Scbutzgruppe 
oder einem Aktivator ausgesetzt, wobei die erste Art von Scbutzgruppe von beispielsweise 
den chemisch reaktiven Gruppen entfemt wind, die als Stellen ffir die Oligomersynthese 
dienen. Nach der Reaktion mit dem ersten Monomer werden die festen Trtger dann einem 
zwetten Aktivator ausgesetzt, der die zweite Art von Schutzgruppen entfemt, wobei bei- 
spielsweise die chemisch reaktiven Gruppen freigesetzt werden, die als Bindungsstellen fiir 
das Identifizierungs-Tag dienen. Einer oder bdde Aktivatoren kOnnen in einer Ldsung sein, 
die mh den Trfigem in Kontakt gebracht wird. 

In einer anderen Ausfllhmngsform kann der Linker, der das Oligomer und den festen TrBger 
verbindet, chemisch reaktive Gruppen haben, die mh der zweiten Art von Scbutzgruppe 
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geschutzt ist. Nach do- Reaktion mit dem ersten Monomer wind der feste TrSger, der den 
linker und das ;,wachsende" Oligomer trfigt, einem zweiten Aktivator ausgesetzt, der die 
zwdte Ait von Schutzgruppe entfemt, wobei die Stelle, die das Identtfizierungs-Tag dfrekt 
an den Linker bindet, fieigesetzt wird, eher als die direkte Bindung an den festcn Trflger. 

5 

Falls Aktivatoren oder Mittel zum Entfernen der Schutzgruppe in das Verfahren zur Her- 
steUung der synthetiscben Peptid-Bibiiothek mit einer Vielfalt von verschiedenen Mitglie- 
dern einverieibt werden, wobei jedes Mitglied einen festen TrSger umfefit, an den eine 
unterschiedliche einzelne Peptidsequenz und ein Oligomicleotid-Identifizierungs-Tag zum 

10 Identifizieren der Peptidsequenz gebunden ist, umfaSt das Verfahren: a) Verteilung der 
festen Trflger auf eine Vidzaht von ReaktionsgeffiBen; b) Umsetzen der festen TrSger mit 
einer Losung in jedem Reaktionsge&B und sequenzieOes Behanddn mit (I) einem ersten 
Aktivator, urn eine erste Art von Schutzgruppe von dem festen Trfiger zu entfernen, (2) 
einer ersten Aminosaure oder einem Peptid, um die AminosSure oder das Peptid an den 

15 festen Trager an den Stellen, an denen die erste Art von Schutzgruppe entfemt wurde, zu 
kuppeln, (3) einem zweiten Aktivator, um eine zwdte Art von Schutzgruppe von dem 
festen Trager zu entfernen, und (4) einem ersten Nucleotide oder Oligonucleotid-Tag, um 
das Tag an den Stellen, an denen die zwdte Art von Schutzgruppe entfemt wurde, zu 
kuppeln; c) Zusammenlegen der TrSger; d) Aufteilen der zusammengelegten festen TrSger 

20 auf eine Vielzahl von ReaktionsgefaBen, und e) Wiederholen des Schritts b), um eine zweite 
AminosSure oder ein Peptid und ein zweites Nudeotid- oder Oligonucleotid-Tag an den 
festen Trager zu kuppeln, 

Wie vorstehend erwfihnt, kann die Erfindung auch in der Weise durcbgef&hrt werden, in der 
25 es keinen festen Trager gibt und das Tag direkt (oder fiber einen Linker) an das Oligomer 
gebunden ist, das synthetisiert wird Die GrOGe und Zusammensetzung der BibHothek wird 
durch die Anzahl an Kupplungsschritten und die wahrend der Synthese verwendeten 
Monomere bestimmt. Der Fachmann erkennt, daB entweder das Tag oder das Monomer in 
der jeweiligen Ausfilhnmgsform zuerst gekuppelt werden kann. 

30 

Eine weitere mSgliche Ausfuhrungsform ist die Verwendung von zwet festen Trggern, wie 
Perlen, die physikalisch verbunden sind, etnersmts mit Synthesestellen (oder Linkern) f&r die 
Oligomere und andererseits mit Bindungssteilen (oder Linkern) fiir die Identifizierungs- 
Tags. Diese Anordnung eriaubt die Trennung von Oligomeren und Identifizierungs-Tags in 
35 diskrete „Zonen w und eriaubt die Verwendung static unterschiedHch chemisch reaktiver 
Gruppen und Chemien fur die Bindungen. Die festen TrSger kOnnen separat derivatisiert 
sein und dann unter Bedingungen verknQpft sein, bet denen alle oder annihernd alle festen 
Trtger der Synthese einen Tag-Bindungs-festen Trtger im Schlepptau haben. Die festen 
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Triger kdnnen unterschiedliche Grtflen haben, wie beispielsweise cine groBc Syntheseperte 
mit einlgen (oder vielen) daran gebundenen Weineren Tag-Bindungs-Periea In dner 
Ausffihrungsform hat der erste feste Trftger mindestens cine daran gebundene Aminosfiure 
und der zwdte feste Trfiger mindestens ein daran gebundenes Nucleotid. 

5 

Die Art der VerknQpfung der beiden Perien ist durch die Cbemie der Oligoraersynthese 
beschrtnkt. Das offensichtlichste Mhtel der Verknupfung der Perien ist mh «nem hetero- 
bifiraktionalen Vernetzungsmittei (ftr Bdspiele solcher Mittel siehe fjerce ImmunoTech- 
n ^^gy r^a lo p r fln d Handbook. Seiten E10-E18 (1991)), die rait den dominanten chemisch 
10 reaktiven Gruppen an jeder Speades des festen Trfigers wechselwirieen. 

VL Codieren der Tdentifia«ung s-Tafg-Information 

Die Wahl der Basen, die in einem Oligonucleotid-Identifizierungs-Tag verwendet werden, 
15 ist durch die Chemie der Oiigomersynthese bestimmt Bdspielswase wQrde die Verwen- 
dung dner starken SSure zur Entfemung der Schutzgnippen an den Peptiden die Nuclein- 
siuren depurinieren. Daher konnten, &Ds Standard-Chemien Sir die Peptidsynthese ange- 
wendet werden, die Pyrimidine C und T in einem biniren Code verwendet werden. Somit 
ware in dner bevorzugten Ausfflhrungsfonn das Identifizierungs-Tag eine OUgopyrimi- 
20 dinsequenz. 

In dner anderen Ausfiihningsform kann die Labflit&t der Purin-Nudeotide gegen Starke 
Saure dadmch Qbenvunden werden, daB Purin-Nucleosidanaloga verwendet werden, wie 7- 
Deaza-2'-deoxyadenosin und 7-Deazar2 9 -deoxyguanosin (siehe Bair et aL, Bio Techniques 
25 ±: 428-432 (1986) und Scheit, Nucleotide Analogs: Synt hesis and Biological Function. 
Seiten 64-65 John Wiley and Sons, New York). Die Verwendung dieser oder anderer 
Analogs wQrde die Verwendung eines quatern&ren oder anderen, ira Gegensatz zu einem 
biniren, Codierungsschema erlauben. 

30 Die Wiedergewinnung der Information aus den OUgonudeotid-Identifizierungs-Tags ist 
Ober eine Vielzahl von EntschlOsselungsschemata moglich, von denen zwei nachstehend 
beschrieben sind. In dem ersten ist die Oligomersequenz-Infbrmation mindestens teilweise in 
der Lange des Oligonucleotids codiert. Jedes unterschiedliche Monomer, das bet einem 
bestimmten Schritt in der Oiigomersynthese zugegeben wurde, kann durch ein Oligo- 

35 nucleotid-Tag einaagartiger Lange reprtsentiert sein. Das Oligonudeotid enthalt inherent 
Vervidfiltigungsstellen, wie PCR-Priming-Sequenzen, die charakteristisch ffir eine 
bestimmte Schrittzahl in der Oiigomersynthese and. Die Bestimnwng der Oligomerzu- 
sammensetzung bei einer bestimmten Position in der Sequenz beinhaltet dann die Verviel- 
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SWgung des Tags unter Verwendung dcr PCR-Priming-Sequenz, die chaxakteristisch fir 
den Scfaritt in der Synthese ist und GrdBentrennung der Verrielfihigungsprodukte unter 
Verwendung bekannter Verfthren, wie Gel- oder KapiHarelektrophorese (unter Verwen- 
dung dor getaggten Oligonucleotide als Standard). Diese Ausffihrungsfbrm ist insbesondexe 
brauchbar, wenn es erwOnscht ist, erne Bibliothek von Verbindungen zu machen, die einer 
Lead-Sequenz verwandt sind Man muB nur w&hrend der Schritte taggen, in denen eine 
Stelle synthetisiert wind, die analog ist 

Zusatzlich zur LSnge kann die OUgomersequenz-Information such in der Sequenz der Basen 
codiert sein, die das Oligonucleotid-Tag umfeBt Diese Art der Codierung ist nicht nur in 
der Ausfiihrungsform wertvoll, in der man ein unterschiedliches Oligonucleotid-Tag an 
jeden Kupplungsschritt bindet, sondern auch in der Ausfiihrungsform, in der man ein 
Oligonucleotid bei jedem Kupplungsschritt veriangert Beispielsweise kann man, wie in 
Figur 4 gezeigt, Oligonucleotide mit bis zu 100 Basen (oder etwas langer) verwenden, 
wobei jedes sieben Regionen hat, wie nachstehend beschriebeo. 

Region 1 ist eine 3'-PCR-Priraer-Stelle (20 bis 25 Basen). Diese Stelle wird in Verbindung 
mit einer wetteren PCR-Stelle (an dem S'-Ende des Oligonucleotids) verwendet, um die 
Vervielfaltigung mit PGR zu starten. Andere VervielBMgungsmethoden kflnnen ebenfeUs 
verwendet werden. 

Region 2 ist eine „Schritt-spezifische" DNA-Sequenzierungs-Primer-Stelle (15-20 Basen). 
Diese Stelle ist filr einen bestimmten numerierten Schritt in der Synthesereihe spezifisch. 
Alle Oligonucleotide, die in einem bestimmten Schritt zu alien Perlen zugegeben werden, 
haben diese Sequenz gemeinsam. Jeder numerierte Schritt hat eine hoch-spezifische Primer* 
Stelle, die diesen Schritt reprasentiert 

Region 3 ist ein Spacer (20-30 Basen). Ein Spacer-Segment mit variabler Lange, vorzugs- 
weise jedoch 20 bis 30 Basenpaare lang, plaziert die codierende Stelle genOgend writ ent- 
fernt von der Sequenzierungs-Primer-Stelle, um ein gutes JDurchlesen" fiber die codieren- 
den Monomere oder die Identifizierungsregion zu ergebea 

Region 4 ist eine Monomer-Identifizierungsr^ion (8 Basen). Jede dieser Basen in diesem 
Strang reprasentiert ein Bit eines biiftren Codes, wobei beispielsweise T«0 und C=l. Jeder 
Satz an Schritt-spezifischen Identifizierungs-Tags besteht aus 8 Basen mtt einer 1(C) oder 
oner 0{T) an jeder der 8 Positioner! Diese kdnnen als Schaher betrachtet werden, die auf 
„An" oder „Aus" bei verschiedenen Positionen gesetzt sind. Jede Monomer-Art ist durch ein 
Gemisch von 1 bis 8 dieser JSchalter" codiert 



Region 5 isteine Schrittanzahl-Bestfitigungsregion (4 Basen phis 2 Basen an jeder Sehe zur 
Regionunterscheidung). Vier Bits in dicsem kurzen Abschnht codieren die Schrittzahl. Dies 
ist redundant fur den Sequenrierungs-Primer, kann jedoch verwendet werden, um zu 
bestttigen, dafl die richtigen Primer verwendet wurden und daB der richtige Schritt deco- 
diertwird. 

Region 6 ist eine Wiederholung der Identifizierungsregion (8 Basen). Diese Region hat 
dieselbe Information wie Region 4 und wird verwendet, um die Monomer-Identhit zu 
bestitigen. Das Installieren dieser zweiten Monomer-codierenden Region erhfiht aufierdem 
die Wahrscheinlichkeit, daB ein gutes Sequenz-J^sen" erhalten wird. 

Region 7 ist eine 5'-PCR-Primer-SteUe (20 bis 25 Basen). Diese Stelle dient als eine SteUe 
zum Anheften eines zweiten PCR-Primers zur VervielflUtigung der Sequenz, Die Uuige der 
Oligonucleotide mit alien sieben dieser Merkmale, wobei einige optional sind, Uegt 
gewohnlich zwischen 75 und 125 Basen. 

Ein 8-Bit-Format kann 256 verschiedene Monomer-Arten codieren. Die Anzahl an 
Schritten, die codiert werden kdnnen, ist durch die Anzahl der Schritt-spezifischen Satze (8 
pro Satz) der zur Verfilgung stehenden Oligonucleotide bestimrat Mh 10 Sfltzen (80 
OHgos) kann man bis zu 256 verschiedene Monomere codieren, die in die Oligomere nut bis 
zu 10 Einheiten Lange zusammengesetzt werden (somh wird eine Codierungsfihigkdt von 
bis zu 256 10 =1,2 x 10 2 * Oligomersequenzen zur Verfugung gestdlt). Die codierten 
Identiflzierungs-Tags konnen so verwendet werden, daB jedes Monomer einer speziellen 
binfiren Zahl zugeordnet ist (z.B. Ala=00000001, Glv=000001 10, etc). Die geeigneten 
Oligonucleotide werden kombiniert, um den korrekten biniren Code zu ergeben. 

VH, Wiedergewin nfn ynd Decodieren der Idenrifizjerungs-Tag-Infortnation 

Falls spezielle Perlen in einem Rezeptor-Durdimustenmgsexperiment isoliert werden, 
konnen die Perlen individuell mh einer Reihe von Mhteln getrennt werden,. einschlieBHch: 
infinite Verdunnung (infinite dilution), MDcromanipulation oder vorzugsweise, fluoreszenz- 
aktiviertes Zell-sortieren (FACS), obwohl in bezug auf die voriiegende Erfindung FACS 
genauer n fluoreszenzaktiviertes Oligomer oder fester TrSger Sortierung" ist (siehe Methpds 
in Cell Biology. Vol. 33 (Darzynkiewicz, Z. und Crissman, H.A. eds., Academic Press); und 
DangI und Herzenberg, J Immunol. Methods 52 : 1-14 (1982). Wenn die erwOnschten 
Perlen isoliert worden sbd, mufl man das Tag identifizieren, um die Sequenz des Oligomers 
an der Perle sicherzustellen. 
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Urn die Tag-Identifizierung zu erieichtem, gibt es eine Vieizahl an Mdglichketten. Bd- 
spidswdse kfinnte man das Tag direict von der Perie durch Sequenzieren oder Hybridiateren 
Iesen, wenn das Tag ein OUgonudeotid ist Man kann die Oligomxcleotid-Tags auch 
5 vervielfaltigen, urn die Tag-Identifiziening zu eridchtern. Die OHgonudeotid-Identifizie- 
rungs-Tags, die von dnem einzelnen festen Ttfger oder Oligomer getragen werden, kSnnen 
in vivo durch Klonen oder in vitro, zJB. mit PCR vervielfSltigt werden. Wenn die Grenze 
der Detection in der GrtBenordnung von 100 Molektllen liegt, dann wftren mindestens 100 
oder mehr Kopien jedes Oligonucleotid-Tags an dner Perie erforderlich. Kopien des Tags 

10 werden entweder als dnzelstrangige Oligonudeotide, doppelstringige NucldnsSuren oder 
Gemischen aus einzel- und doppelstringigen Nucleinsduren mit dner Vielzahl von 
Verfahren hergestellt, von denen dnige nachstehend beschrieben and und das vervielffiltigte 
Material wird sequenziert. In der erfindungggemfiBen Ausfiihrungsfbrm, in der ein 
getrenntes und unterschiedliches Oligonucleotid-Tag jedem Monomer-Zugabeschritt zuge- 

15 geben wird fun Gegensatz zum Verlangern dnes bestehenden Tags in jedem Scfaritt), kann 
man alle Tags auf einmal vervielftltigen und dann das vervielf&ltigte Material in so vieie 
verschiedene Sequenzierungsreaktionen teilen, wie Oligomersyntheseschritte durdigefiihrt 
wurden (durch Anwenden eines unterschiedlichen Sequenzierungs-Primers Sir jede Art von 
Tag). In dieser AusfOhrungsfbnn kann man die Tags auch so aufbauen, daB jedes Tag 

20 getrennt von den anderen Tags durch die Auswahl gedgneter Primer-Sequenzen vervid- 
ftltigt werden kdnnte. Die Sequenzierungsreaktionen werden durchgefbhrt und auf dnem 
Standard-Sequenzierungsgd laufen gelassen. Die OHgomersequenz wird von dem Code 
abgeldtet, der in der sich ergebenden Sequenzinformation aufgedeckt wird. 

25 Eine alternative Strategic ist die Verwendung von herkdmmlichen PCR-Primern und her- 
kOmmlichen Sequenzierungs-Primern (die Sequenzienings-Primer k&nnen sogar komplett 
oder teilweise wit dner PCR-Primer-Stelle uberiappen) und der Schritt wird durch Hybri- 
disieren an Oligonucleotid-Sonden identifiziert, die komplementflr zu jeder Schritt-spezifi- 
schen Sequenz in den Oligonudeotiden von den Perlen sind. Ein einfacher Satz von 

30 Sequenzierungsreaktionen wird an alien vervietfiltigten Oligonudeotiden von dner ein- 
zelnen Perie durchgefUhrt und die Reaktionsprodukte werden in dnem einzelnen Satz von 
Spuren auf einem Gd laufen gdassen. Die Reaktionsprodukte werden sodann auf eine 
geeignete Hybridisierungsmembran transferriert und mit etner Einzelschritt-spezifischen 
Sonde hybridisiert; siehe Maniatis et al., Cold Spring Haibor Laboratories, Cold Spring 

35 Harbor, NY (1982). Nach der Detektion des sich ergebenden Signals wind die Sonde von 
der Membran gewaschen und eine wettere Schritt-spezifische Sonde wird hybridisiert. Man 
k6nnte auch das in EP-PS 237,362 und der PCT-VerOffendichung Nr. 89/11584 
beschriebene Verfahren verwenden. 
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Parallete Hybridisiemng liefert eine Alternative zu der sequenziellen Hybridisicnmg. Die 
Sequenzieningsreaktioneo werden in eine Anzahl von Aliquots oufgeteilt, die der Anzahl an 
Peptidsyntheseschritten gleich ist und in jewels einem getrennten Satz Spuren auf dem 
5 Sequenziemngsgel laufen gelassen. Nach dem Transferrieren der ReaJcuonsprodukte auf 
eine geeignete Membran wird die Membran zersdmitten, um die SBtze an Spuren zu tren- 
nen. Jeder Spuren-Satz wird dann nth einer Vidzahl von Schritt-spezifischen Oligo- 
nucleotid-Sonden hybridisiert (siehe „Uniplex DNA sequencing" und ^Multiplex DNA 
sequencing" in W«c Luminescen t Kitff lWlItt Mm Bedford, MA, 1990). 

10 

Wie vorstehend erwfihnt, kann eine einzelne Synthese an einem festen Trager (oder an einer 
gebundenen Perie mit einem Tag oder in LOsung in einem JSfipfchen") nur einige 100 
Kopien jedes Oligonucleotid-Tags umfassen. Diese Tags kfinnen vervidfaltigt werden, 2lB. 
mit PCR oder anderen bekannten Mitteln, um ausreichend genau zu sequenzierende DNA 
15 zu Iiefern. Die Fahigkeit, die Oligomere zu decodieren, hangt von der Anzahl von 
verfugbaren Ofigonucleotid-Identifizierungs-Tags, dem Grad an Vervieifaltigung, der aus 
den verfugbaren Tags erreicht werden kann und der Genauigkeit der Sequenzierung dieser 
vervieiffiltigten DNA ab. 

20 Die am hSufigsten verwendete in viJ>io-DNA-Vervieiaitigungsmethode ist PCR. Alternative 
Vervidfiltigungsmethoden beinhalten beispielsweise Nucleinsiuresequenz-basierende 
Vervielfiltigung (Compton, Nature 3S0 : 91-92 (1991)) und vcrvieKaltigte Antisense-RNA 
(Van Gelder et al., Prnc Nat. Acad Sri. USA 85: 7652-7656 (1988)) und das selbst- 
erhaltende Sequenzreplikationssystem (3SR, siehe Guatelii et al., Proc. Natl. Acad, Scj 

25 USA 87 : 1874-1878 (1990)). 

Wenn PCR-Vervielf&Itigung eines Oligonucleotid-Identifizierungs-Tags angewendet wird, 
kann J>CR-ProduktverunremjguTig" auftreten, was dadurch verursacht ist, daB das Produkt 
einer PCR-Reaktion ein nachfolgendes PCR-Reaktionsgemisch verunreinigt, das dazu die- 

30 nen soil, andere Tags mit denselben PCR-Primer-Bindungsstellen zu vervielfaltigen. Man 
kann dieses Problem umgehen, indem Labilitat in die Produktsequenzen eingefuhrt wird und 
nachfblgende Reaktionen so behandeh werden, daB potentieUe Verunreinigung, die aus 
fiuheren Reaktionen hmeingetragen wird, zerstort wind. Ein spezielles Beispiel dieser 
Strategic, fur die kommerzieue Kits von PECI und Life Technologies verkauft werden, ist 

35 es, dUMP in das Produkt einzufuhren. Die Behandlung jeder neuen PCR-Reaktion mit 
UracO-N-glykosidase baut jede dU-enthaitende anwesende DNA ab und verhindert somit 
die Vervieifaltigung der Verunreinigung. Die Matrizen-DNA, die kein dU enthah (nur dT) 
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wird nicht beeinfluBt. Selbstverstfindlich wird die dykoadasc, bevor die Vervielfiliigung 
begonnen wird, entfernt oder inaktiviert. 

Einige der vorstebend fur die Peptidsynthese beschriebenen Tags haben die ungewOhnHche 
5 Charakteristik, nur Pyrimidine zu enthahen. Das bedeutet, dafl die UracO-Glykosidase- 
Strategie (Perkin Elmer Cetus Instruments (PECI) Catalog, Alameda (1991)) nur an der 
Hfllfte der hergestelhen Strange funktionieren wird - nftmlich derjenigen, die T's (oder ITs) 
enthalteit Man kann dUMP nicht in dm komplementfiren nur-Purio-hahigai Strang 
einfUhren. Jedoch ist der Purinstrang sehr empfindlich gegenQber saurer Depurinienmg und 
10 alkalisch-vermittelter Spaltung des Rttckgrats. Die Kombination dieser Behandlungen kann 
die Probleme mit der Produktverunreinigung stark reduzieren. Ein anderer Ansatz, urn den 
Cfbertrag von Verunreinigung zu verhinderrv beinhahet die Einfuhnmg einer 
Restriktionsstelle (Earl kdnnte fttr Polypyrbnidin-Tags verwendet werden) in das Oligo- 
nucleotid-Tag und Spaltung mit dem entsprechenden Restriktionsenzym vor der Verviel- 
15 filtigung einer Reaktion, von der vermutet wird, daQ sie nut dem Tag kontaminiert ist. 
Dieses Verfehren funktioniert nur, wenn das zu vervielftkigende Tag nicht von dem Enzym 
gespalten wird, wie es gew&hnlich bei einzelstrfcngigen Oligonucleotid-Tags der Fall ist 

Zum Sequenzieren der vervielf&ltigten DNA mdchte man gewOhnlich einzelstr&ngige 
20 Matrizen erzeugeru Diese Erzeugung kann auf einige Arten erreicht werden. Eine dieser 
Arten ist unsymmetrische PCR, wobei ein OberschuB an einem Primer verwendet wird, urn 
einen Strang bis zu einem Grad von 10- bis lOOmal mehr zu vervieifiltigen als den anderen 
(siehe z.B. US-PS 5,066,584). Ein weiteres Mittel, eine einzelstrfingige Matrize zu liefern, 
ist es, einen der Primer zu biotinylieren und den sich ergebenden Strang zu rcznigen oder rah 
25 Adsorption an immobilisiertes Streptavidin zu entfernen fPieroe Immu notechnolofgv Catalog 
qpd Handbook, 1991). Noch ein anderes Mfttel beinhaltet die Erzeugung von RNA- 
Transkripten (nur einen der StrSnge repr&sentierend) von einem RNA-Polymerase- 
Promotor und Sequenzieren der Transkripte mit reverser Transkriptase (Sommer et al t 
Kapitd 25, in PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, supra). Wenn die 
30 Tags nur aus Pyrimidin-Nucleotiden zusammengesetzt sind, kdraien daxm alle Purinstrtage 
mit S£ure-/Basebehandlung eiiminiert werden, wobei der Pyrimidinstrang fttr das 
Sequenzieren Qbrigblcibt 

Die Verwendung von getrennten Sequenzierungs-Primern Sir jedes Schritt-spezifische 
35 Oiigonucleotid erfordert eine getrennte, herkSmmliche Sequenzierungsreaktion Sir jeden 
Schritt-spezifischen Primer, Die Verwendung von Primern, die unterschiedlich maridert 
sind, wQrde es erlauben, die Identifizierongs-Tags von einem einzelnen festen Trttger in 
einer einzelnen Reaktion zu sequenzieren und in einem einzelnen Spurensatz (2 Spuren) auf 
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etnem Gel laufen zu lassen. Es gibt jetzt kommerziell erhfiltliche Prima-, die mh utter- 
schddbaren Fluorophoren markiert sind und ffir diese Zweck geeignet sind (ABI Catalog). 
Es kdnnen auch Satze von ChetnQumineszenzsnarkieningen, die beute kommerziell erhfllt- 
lich and, verwendet werden (Bronstein et al. t BioTechniques 8 : 3 10-3 14 (1990)). 

Erfindungsgemfifl verwendbare DNA-Sequeiurierungsenzyme beinhalten Tgg-DNA-Poly- 
merase, ££Qfi-DNA-Polymerase I (oder Ktenow-Fragment), T7-Polymerase; Sequenase™ 
und Sequenase n™ (modifizierte T7-DNA-Polymerasen), Bst-DNA-Polymerase und 
reverse Transkriptase (von AMV, MMLV, RSV, etc., siefae USP gpzyp^S for PNA Se- 
quencing- U.S. Biochemical Corp., 1991, Cleveland, OH). 

Die Sequenz eines Oligonudeotid-Tags kann auch mit Hoh^Genauigkrit-DNA-Hybridi- 
sieningstechniken identifiziert werden. In diesem Fall k6nnen immobilisierte Polymer- 
synthesen in sehr groSem MaBstab mit Oligonucleotide verwendbar sein (siehe PCT- 
PatentverOffentlichungen Nr. 92/10587 und 92/10588). 

VUL Durchmustern nach Rezept oren mit svnthctischen OHgomer-Bibliotheken 

Die erfindungsgemfiBen getaggten synthetischen Oligomer-Bibliotheken haben eine weite 
Vielzahl an Verwendungen. Beispielsweise kdnnen diese Bibliotheken verwendet werden, 
urn Peptide und Nucletnsfluresequenzen zu bestimmen, die an Proteine binden, beim Auf- 
finden von Sequenz-spezifisch bindenden Arzneimitteln, zum Identifizieren von Epitopen, 
die von AntikOrpern erkannt werden und zum Bewerten einer Vielzahl von Arzneimitteln 
fiir Idinische und diagnosttsche Anwendungen und Kombinationen des vorstehend 
genanntea Beispielsweise kOnnten Peptide, die nur etwa 5 AminosSuren lang sind, in 
Rezeptor-Bindungsstudien verwendbar sein. 

Synthetische Oligomere, die an kleinen Perlen angebracht sind, kOnnten auf die FSWgkeit, 
an einen Rezeptor zu binden, durchmustert werden. Der Rezeptor kann mit der Bibttothek 
aus synthetischen Oligmeren in Kontakt gebracht werden, unter Ausbildung eines gebun- 
denen Mhglieds zwischen einem Rezeptor und dem Oligomer, das in der Lage ist, an den 
Rezeptor zu binden. Das gebundene Mitglied kann dann identifiziert werden. Als ein Bei- 
spiel kdnnte der Rezeptor ein Immunoglobulin sein. 

Verfahren zur Selektion der indtviduellen Perlen, die Liganden an deren Oberflftche zeigen, 
sind analog zu FACS-Verfahren zum Klonen von Siugetierzellen, die Zeflober- 
fl&chenantigene oder Rezeptoren exprimieren. Daher sind Verfahren zum Selektieren und 
Sortieren der Perlen dem Fachmann auf dem Gebiet des Zellensortierens oflfenachtlich. 
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Beispiclsweise kann ein Rezeptor mat einem Fluoreszenz-Tag markiert werden und dann mit 
dem Gemisch aus Perien rah gebundenen Oligomeren inkubiert werden. Nach dem 
Abwaschen von ungebundenen oder nicht spezifisch gebundenen Rezeptoren kann man 
FACS verwenden, urn die Perien zu sortieren und zu identifizieren und physikalisch indi- 
viduelle Perien nut hoher Fluoreszenz zu isoOeren. 

Alternativ konnen AfBnitfttsadsorptionsverfahren in Verbindung wit den erfindungsgemfiflen 
Bibliotheken angewendet werden. Das Gemisch aus Perien kann einer Oberfliche ausgesetzt 
werden, auf der ein Rezeptor immobilisiert wurde (siehe PCT-Patentver5flfentlichung Nr. 
91/07087). Nach dem Waschen und Entfernen der ungebundenen Perien kann man dann auf 
der Oberfliche gebundene Perien eluieren unter Verwendung von Bedingungen, die die 
Starke der Oligomer/Rezeptor-Wechselwirkung mindern (niedriger pH, beispielsweise). Das 
Verfahren der Affinit&tsadsorption kann mit den eluierten Perien wiederholt werden, fells es 
erwQnscht ist. Zum SchluB werden die Perien physikalisch getrennt nut beispielsweise 
begrenzter VerdQnnung, mit FACS oder mit Verfahren, die denjenigen ahnlich sind, in 
denen Zellen mit einem Rezeptor inkubiert werden, der an kleine superparamagnetische 
Perien gekuppelt ist und dann werden Zellen, die einen Liganden fiir den Rezeptor 
exprimieren, unter Verwendung von Hochletstungsmagneten extrahiert (siehe Miltenyi et 
aL, Cvtometerv 11: 231-238 (1990)). Magnetfsch selektierte ZeSen k&nnen dann weiter 
analysiert und sortiert werden unter Verwendung von FACS. Radionucleotide kdnnen auch 
dazu dienen, einen Rezeptor zu markieren. 

Alternativ kann die voriiegende Erfindung dazu verwendet werden, Bibliotheken von lOs- 
lichen getaggten Oligomeren zu erzeugen, die in einer Vidzaht von Durchmusterungsver- 
fthren verwcnden werden kCnnen. Beispielsweise kann die Oligomer-BibKothek an Perien 
mit einem Identifizierungs-Tag synthetisiert werden, das die Oligomersequenz codiert Die 
mikroskopischen Perien werden dann in einzebe Bereiche oder Napfchen eingebracht, die in 
einem SUikon oder einer anderen geeigneten OberB&che ^nanohergesteflt" wurden. Die 
Oligomere werden dann von den Perien abgespalten und bleiben mh der Perie und den 
daran gebundenen Identifizienjngs-Tag(s) in dem Bereich enthaltea In einer Aus&hrungs- 
form ist die BodenoberflSche mit einem Rezeptor Obeizogen, Nach der Zugabe des 
Bindungspuffers und eines bekannten Liganden fOr den Rezeptor, der Fluoreszenz-markiert 
ist, hat man wirksam ein LOsungsphasen-Konkurrenznachweis fiir neue Liganden fiir den 
Rezeptor. Die Bindung des Fluoreszenz-markierten Liganden an den Rezeptor wird mit 
konfokaler Abbildung der Monoschicht des immobilisierten Rezeptors besttmmt Die 
Napfchen mh erh&hter Euoreszenz an der Rezeptoroberflache zeigen an, daB das abgelSste 
Oligomer mit dem markierten Liganden konkurriert. Die Perien oder das Tag in den Nftpf- 
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chen, die Konkurrenz zeigen, werdcn wiedergewonnen und das Oiigonudeotid-Tag wird 
vervietf&ltigt und sequenziert, urn die Sequenz des Oligomers aufeudeckea 

Die Perien werden in die Napfchen verbnicht, indem man sie in einem Volumen eines 
Bdadungspufiers dispergiert, das ausreichend ist, urn einen Durchschnkt von einer Perie 
pro Napfchen zu liefern. In einer Ausfflhrungsftmn wird die LOsung der Perien in ein 
Reservoir oberhalb der Napfchen gebracht und (fie Perien werden in den Napfchen absitzen 
gdassen. Die Spaltung des Oligomers von den Perien kann unter Verwendung von 
chemischen oder thennalen Systemen erreicht werden, jedoch ist ein Photo-spahbares 
System bevorzugt. 

Die Wiedergewinnung der Identifizierungs-getaggten Perien von den poativen Napfchen 
kann durch ein Mikromanipulator-Herauspicken der einzdnen Perien bewirkt werden. En 
bevorzugtes Verfahren beinhaltet jedoch die Verwendung von Perien, die vorher mit einem 
Fiuoreszenz-Tag raarkiert wurden. Ein Laser mit einer geeigneten WeUenlange wird sodann 
verwendet, urn die Perien in nur den positiven Napfchen zu bleichen. AHe Perien werden 
dann en masse entfernt und mh FACS sortiert, urn die gebleichten Poshiven zu 
identifizieren. Die assoziierten Tags kfinnen dann vervielfaltigt und decodiert werden* 

In einer Variation dieses Nachweiscs kronen das Oligomer und das Tag, die an einem her- 
kOmmlichen Linker hangen, synthetisiert werden, der wiederum an den festen Trtger 
gebunden ist. Nach dem Verbringen der Perien in die N&pfchen, kann man den Linker von 
der Perie spalten, wobei ein getaggtes Oligomer in Ldsung hergestdlt wird. Ein immobile 
sierter Rezeptor, wie ein Rezeptor, der an eine Perie gebunden ist oder ein Rezeptor, der 
auf einer Oberfiache des Napfchens immobilisiert ist, kann in einem Konkurrenznachweis 
mh dem Oligomer und einem Fluoreszenz-markierten Iiganden durchmustert werden. Start 
der Wiedergewinnung der Perien kann man die Perien mh den immobffiaerten Rezeptoren 
wiedergewinnen und die Perien unter Verwendung von FACS sortieren, urn die Positiven zu 
identifizieren (abnehmende Fluoreszenz, die von der Konkurrenz des Bibliotheks-Oligomers 
mit dem markierten Liganden verursacht ist) oder man kann die Fluoreszenz bestimmen, die 
von der Nftpfchenoberflache emitiert wird, die mit dem Rezeptor beschichtet ist. Das 
assoziierte Identifizierungs-Tag kann dann vervielflltigt und decodiert werden. 

In einer dritten Variation dieses Ansatzes werden I6sliche getaggte Oligomere, die entweder 
durch Spaltung des verknQpften Oligomers und Tags von dem festen Trager wie vorstehend 
beschrieben hergestellt wurden oder mit dem VLSIPS™-Verfahren, wie vorstehend 
beschrieben, synthetisiert wurden oder in Ldsung ohne einen festen Trtger synthetisiert 
wurden, mit einem immobilisierten Rezeptor inkubiert werden. Nach einem Waschschritt 
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werden die gebundenen, getaggten Oligomere von dem Rezeptor durch zJ3, Sfture- 
bchandlung frelgesetzt Die Tags an den gebundenen Oligomercn werden vervielfiltigt und 
decodiert 

5 DC Ein automatisiertes Instrument zur Svntfaese und MaririenmR von Oliffomeren 

Die Kupplungsschritte fQr einige Monomer-S&tze (z.B. Aminosauren) erfbrdera eine lange 
Inkubationszeit und ein System zum paralielen Durchf&hren vieler monomerer Additionen 
ist wQnschenswert. Das kann mit einem automatisierten Instrument erreicht werden, das in 
10 der Lage ist, 50 bis 100 parallele Reaktionen (Kanfile) durchzuf&hren. Solch ein Instrument 
ist in der Lage, das Realctionsgemisch oder -aufschlfimmung der festen Trfiger fDr die 
Synthese zu verteilen, unter programmierbarer Kontrolle, auf die verschiedenen Kanale zum 
Zusammenlegen, Mschen und Wiederverteilen. 

15 Vier Installationen, die typisch f&r Peptid-Synthesizer sind, sind erfbrderiicher, mit einer 
gnoBen Anzahl an Reservoirs f&r die Diversity der Monomere und die Anzahl an Tags (bis 
zu 80 ftir eine 10-Schritt- Synthase in einer Ausffihrungsfonn). Die Ffihigkeit, das Tag zu 
verteilen, wird einfache Anweisungen in ein richtiges Gemisch aus Tags Qbersetzen und 
dieses Gemisch verteilen. Monomer-Aufbaubldcke werden auch verteitt, wie erwtascht, als 

20 spezieile Gemische, ReaktionsschOtteln, Temperatur- und Zeitkontrolle kfixmen zur 
Verf&gung gestellt werden. Ein geeignet ausgelegtes Instrument kann auch als ein Multi- 
Kanal-Peptid-Synthesizer dienen, der in der Lage ist, 1 bis SO mgs (roh) von bis zu 100 
spezifischen Peptiden f&r die Zwecke des Nachweises herzustellen; siehe PCT-Paientver- 
affentlichung 91/17823. 

25 

BEISPIEL I. SYNTHESE AN GLASPERLEN VON 4 FLUORESZENZ-GETAGGTEN 
PENTAPEPTEDEN 

A. Derivatisierung der Giasperien 

30 

Etwa 0,5 g Silikaperlen (Polyscience) mit einem Durchmesser von 3-10 \im wurden durch 
Refluxieren in 10%iger wftBriger HNO3 f&r 20 Minuten gewaschen. Die Perlen wurden 
pelletiert und mit destilliertem Wasser (Sx) und Methanol (3x) gewaschen und daim bei 
125°C fiir 12 Stunden getrocknet Die Perlen wurden mit einer 5% Lasting von Amino- 
35 propyltriethoxysilan in Aceton f&r 10 Stunden gevortcxed, peQetiert und dann mit Aceton 
(2x), Ethanol (Sx) und Methylenchlorid (2x) gewaschen und bei 125°C f&r 45 Minuten 
getrocknet. Die Perlen wurden in trockenem DMF (1 ml) nut Diisopropylethylamin (17 (il, 
100 jiMol) suspendiert und eine Ldsung aus Fmoc-b-Alanin, Pentafluorphenylester (200 



mg, 420 uMol, Peninsula Lab9) in destilliertera Wasser (1,5 ml) wurde zugegeben. Nacfa 
einer 1 Istundigen Vortex-Beh&ndlung wurdcn die Perlen peJletiert und mit DMF (3x) und 
Methyienchlorid (2x) gewaschen. Die Perlen wurden mit einer 10% Losung von Essig- 
saureanhydrid in DMF mit 0,05 Mol 4-Diniethylaminopyridin befaanddt, urn jegfiche 
underivatisierten Aminopropylgruppen zu schfltzen (cap) und dann wurde mit DMF (2x) 
und Methyienchlorid (2x) gewaschen. Die Perlen wurden in einer 20% Losung von Piperi- 
din in DMF gevortexed und dann die Freigabe des Fmoc-Piperidin-Addukts durch Ober- 
wachen des Absorbtionsspektrums des Oberstands bei 302 nm (©302 = 7800 M* 1 cm' 1 ) quan- 
tifier! Eine Schatzung des Grades an Substitution von 10 uMol von Aminogruppen/g 
Perlen wurde so erhalten. Am Ende wurden die Perlen mit Methanol (5x) und Methyien- 
chlorid (2x) gewaschen und dann bei 85°C fur 12 Stunden getrocknet. 

B. Herstellung von Bnc-Glv-L -Phe-L-Leu-OH 

Glycyl-L-Phenylalanyl-L-leucin (552 mg, 1,5 mMol, Bachem) wurde in einer Losung, die 
destilliertes Wasser (10 ml) und 1 M NaOH (1,5 ml) enthalt, gelost Die Losung wurde in 
einem Eisbad gekahlt und wurde mit einer Losung von Di-tert.-butylpyrocarbonat (337 mg, 
1,5 mMol) in p-Dioxan (12 ml) behandelt. Ein weifles Praziphat wurde schnell gebildet, das 
sich jedoch nach 4 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wieder aufgeldst hat Die Losung 
wurde in vacuo zur Trockne konzentriert, der Rest wurde in Wasser (5 ml) aufgenommen 
und der pH wurde auf 2,5 durch Zugabe von 1 M KHSO4 eingestellt. Die wftBrige 
Suspension wurde mit EtOAc (2x, 15 «J) extrahiert, die organische Schicht abgetrennt und 
fiber MgSO* getrocknet. Nach dem Entfemen des Losungsmittels jn vacuo wurde der Rest 
mit Hexan verrieben. Man erhalt Boc-Gly-L-Phe-L-Leu-OH als weUJen Feststoff (Ausbeute 
= 642mg,98°/o). 

C. Heratellung v on Glv-L.Phe-L.Leu-Perlen 

Boc-Gly-L-Phe-L-Leu-OH (44 mg, 0,1 mMol), Benzotriazol- 1 -yioxytris-(dimethyIamino)- 
phosphoniumhexafluorophosphat (44 mg, 0,1 mMol) und l-Hydroxybenzotriazolhydrat (14 
mg, 0,14 mMol) wurden in trockenem DMF (1 ml) gelost Diisopropylethylamin (20 uL 
0,115 mMol) wurden sodann zugesetzt und 0,65 ml dieser Losung wurden sofort in ein 
Mikrozentrifugenrohrchen transferriert, das 80 mg der Amino-derivatisierten Glasperlen 
enthalt. Das versiegelte Rohrchen wurde 3,5 Stunden gevortexed und sodann wurden die 
Perlen pelletiert und mit DMF (3x) und Methyienchlorid (2x) gewaschen. Die Schutz- 
gruppen wurden sodann von den Perlen mit einer 50% Losung von Trifiuoressigsaure in 
Methyienchlorid fflr 30 Minuten entfemt, mit Methyienchlorid (2x), Ethanol (2x) und 
Methyienchlorid (2x) gewaschen und bet 55°C fur 1 Stunde getrocknet 



D. Herrtellung von ntv^v>L-Phe-L-T^u>P<den rSEO ID NOrlO) 



Fmoc^Glyckpcntafluorophenylcster (46 mg, 0,1 mMol) wurden in trockencm DMF (1 ml) 
getost, das Diisopropyiethylamin (17 pi, 0,1 mMol) enthalt Etwa 0,65 ml dieser LOsung 
wurden zu 20 mg von Gly-L-Phe-L-Leu-Perien in einem Mikrozentafugenrohrchen gegeben 
und das ROhrchen wurde 3 Stundcn gevortexed Die Perien wurden pelletiert und mit DMF 
(4x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. Das Entfemen dcr Schutzgruppc wurde (lurch 
Behandlung rat einer 20% LSsung von Piperidin in DMF f&r 30 Minuten bewiikt. Die 
Perlcn wurden mit DMF (2x), Ethanol (2x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen und bei 
60°C filr 4 Stunden getrocknet 

E> HersteUung von L-Pro-CHv-L-Ph^Leu-Perlen f SEP ID NO:l n 

Fmoc-L-Prolinpentafluorophenylester (50 mg, 0,1 mMol) wurden in trockenem DMF (1 ml) 
gelOst, das Diisopropylethylamin (17 jd, 0 t l mMol) enthalt. Etwa 0,65 ml dieser L&sung 
wurden zu 20 mg von Gly-L-Phe-L-Leu-Perlen in einem Mikrozentrifugenrdhrchen 
zugesetzt und das ROhrchen wurde 3 Stunden gevortexed. Die Perlcn wurden pelletiert und 
mit DMF (4x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. Das Entfemen der Schutzgruppe 
wurde durch Behandlung mh einer 20% LOsung Piperidin in DMF fir 30 Minuten bewirkL 
Die Perlen wurden mit DMF (2x), Ethanol (2x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen und 
bei 60°C fur 4 Stunden getrocknet 

F. Fluoreszin-Farben der Gtv- Glv-L-.Phe-L>Leu-Perien 

Etwa 5,4 mg von Gly-Gly-L-Phe-L-Leu-Perlen wurden in 450 jil waBrigem Boratpuffer 
(pH 8,5) suspendiert und 54 \il einer lOpM LOsung Fluoreszinisothiocyanat (FITC) wurden 
zugegeben. Nach einer l,5stundigen Vortex-Behandlung wurden die Perien mh Puffer (5xX 
Ethanol (2x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. FACS-Analyse zdgt an, daB ca. 10% 
der verftgbaren Aminogruppen mit FITC titriert wurden. 

G. Co-Kuppeln von L-Tvros in und Bbtin zu einem Gemisch von L-Pro-Gfo-L-Phe-L- 
Leu und FITC-fnarlde rten Glv-Glv-L-Phe^Leu-Perien 

5 mg der FTTC-markierten Gly-Gly-L-Phe-L-Leu-Perlen und 5 mg L-Pro-Gly-L-Phe-L- 
Leu-Perien wurden in einem einzelnen ROhrchen geraischt, mh einer 0,1 mM LOsung von 
Diisopropylethylamin in Methylenchlorid gevortexed und die Suspension wurde in zwet 
gleichgrofle Teile aufgeteilt. Die Perien wurden pelletiert und ein Teil wurde riner LOsung 
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not Fmoc-0-tert.-butyl-L-tyro8mpentafluorophesTjdestK- (59 mg, 95 uMol), N-Hydroxy- 
succinimidobiotin (1,7 mg, 5 |iMol) und DiisopropylethyJaniin (17 ul, 100 uMoQ in 
trockenem DMF (I ml) zugesetzt Nach Vortexcn fur 3 Stundeo wurden die Perien mit 
destilfiertem Wasser (2x), Ethanol (2x), Methylenchlorid (2x) und DMF (lx) gewaschea 
Das Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe wurde durch Behandlung mit einer 20%-LOsung 
von Piperidin in DMF fur 30 Minuten bewirkt und die tert-ButyJ-Seitenkettenschutz- 
gmppen wurden durch Behandlung mit 25% Trifuioressigsflure in Methylenchlorid fur 30 
Minuten entfemt Die pelletierten Perien wurden mit Methylenchlorid (2x), Ethanol (2x) 
und TBS (lx) gewaschen. 

H. Tt-Phvcoervthrin.FMAan von biotinvlierten L-Tvr-f Glv/L-ProV-Giv-L-Phe-I^LeU- 
?e*\en rGemisch mm SEP ID NQ -1 2 und SEP ID NP:13) 

Biotinylierte L-Tyrosin-Perlen aus dem vorstehenden (G) wurden in TBS (0,5 mi) suspen- 
diert und mit 10 ul R-Phycoerythrin-Avidinkonjugat (Molecular Probes) filr 30 Minuten 
behandelt. Die pelletierten Perien wurden mit TBS (5x) gewaschen. 

L Cn-Kuppeln von L-Prolin und Biotin zu einem Gero iach von L>Pro-Gb/-L-Phe-L-Leu 
und FTTC-marlderten Glv-GIv-L-Phe-L-Leu-Perle n fGemisch aus SEP ID NO;15 und 
SEP ID NP: 141 

5 mg eines Gemisches aus I^Pro-Gly-L-Phe-L-Leu und FITC-niariderten Gly-Gly-L-Phe-L- 
Leu-Perlen wurden mit einer Losung behandelt, die Fmoc-L-Prolinpentafluorophenylester 
(48 mg, 95 uMol), N-Hydroxysu<*iiiimidobiotfo (1,7 mg, 5 uMol) und Diisopropyl- 
ethylamin (17 ul, 100 uMol) in trockenem DMF (1 ml) enthaU Nach 3stQndiger Vortex- 
Behandlung wurden die Perien mit DMF (2x), Ethanol (2x), Methylenchlorid (2x) und DMF 
(lx) gewaschen. Das Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe wurde durch Behandlung mit einer 
20% Losung von Piperidin in DMF filr 30 Minuten bewirkt und die Perien wurden unter 
Kontrolle mit 25% Trifluoressigsfiure in Methylenchlorid filr 30 Minuten behandelt. Die 
pelletierten Perien wurden mit Methylenchlorid (2x), Ethanol (2x) und TBS (lx) 
gewaschen. 

J. Tri-Color-FIrben von biotinvli erten L-Pro-fGlv/L-ProVGrv-L-Phe-L-Leu-Perien 

Biotinylierte L-Prolin-Perien aus vorstehendem (I) wurden in TBS (0,5 ml) suspendiert und 
mit 20 ul Tri-Color: Streptavidin-Konjugat (Caitag-Labs) fur 30 Minuten behandelt. Die 
pelletierten Perien wurden mit TBS (5x) gewaschen. 
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K. Sriektion der Perlen. die Pepri d-Liganden fllr den monoklonalen AntikQrpgJEZ 
enthalten 

Der monoklonale AntikOrper 3E7 wurde gegea das opioide Peptid Betaendorphin berge- 
5 steilt Die Bindungsspezifitit von MAb 3E7 wurde durch Losungsnachweise nut chemisch 
synthetisierten Peptiden gut charakterisiert. Die Gleidigewicfatsbindungskonstanten (Kd) 
der hier betrachteten Peptide sind wie nachstehend: YGGFL ist 6,6 oM und YPGFL, 
PPGFL und PGGFL sind jeweils >1 mM. Somit zeigt nur das Peptid YGGFL merldiche 
AfSnitat fDr den Antikorper. 

10 

En Geraisch aus Perlen, die entweder YGGFL, YPGFL, PGGFL oder PPGFL und ihre 
jewefligen Tags enthalten (siehe oben) wurden in einer Phosphat-gepuflerten Salztesung 
(PBS) zugegeben, die den monoklonalen Antikfirper 3E7 enthalt, der vorher mit koBoidalen 
superparamagnetischen Mikroperlen (Miltenyi Biotec, Westdeutschland) konjugiert wurden. 

15 Nach einer 16stQndigen Inkubation bei 4°C wurden die Perlen, die den 3E7-Antik6rper 
gebunden hatten, selektiert, unter Verwendung eines hochstarken Magneten. Die 
selektierten Perlen wurden dann mit FluOcytometrie analysiert. Die Analyse der selektierten 
Perlen zeigte, dafl sie sowohl Fluoreszin als auch R-Phycoerythrin enthahen, was andeutet, 
daO nur Perlen, die das Peptid YGGFL aufwetsen, von dem 3E7-Antik0rper selektiert 

20 werden. 

BEISPIEL 2: SYNTHESE AN GLASPERLEN VON 4 PENTAPEPTIDEN, DIE MIT 
OLIGONUCLEOTID-IDENTIFIZIERERN GETAGGT SIND 

25 A. Svnthese von Identifiaem ngs-Oligonucleotiden flWTVO 

Die Oligonucleotid-Identifizierungs-Tags (IHIV) haben die nachstehend gezeigten 
Sequenzea Die zu den 5'- und 3'-PCR-Primern komptementaren Regtonen sind unter- 
strichen. Die zu den Schritt-spezifischen Sequenzierungs-Prnnern komplementaren Regto- 
30 nen sind in Kleinbuchstaben gezeigt: es gibt zwei Schritte in cfiesera Beisptel. Die Monomer- 
codierende Region ist in Fettdnick gezeigt: CT 7 codiert Giy, TCT« codiert L-Pro und 
TTCTj codiert L-Tyr in diesem Fall Sorah codieren die Oligos OMIV) jeweils fllr Gly in 
Position 2, L-Pro in Position 2, L-Tyr in Position 1 und L-Pro in Position I. 

(I) 5--BlB2- cmii JLC CrCTCC ^lLll't'lL l CCTCTC l l'll'l'l 1CTC 
35 c n ClTi T rilCTCTCXaCICICCT^ 

r trrTTTr(^CTCTCTCITCnTCC- 3- CSEQIDNOl) 
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(ID y-BiB2<nTrCTTCCTCTCCC7X7rr^^ * * * * 1LiC 

cmci 1 1 1 i iLicrc cciLiLiu.iLicr C LLamaacctttc 
r trrT^crcTTT-crcTrcnTCC- 3' (SEQIDNOS) 



(HI) y-RlK2-rTTTCT TCCTCTCCC it-l 1 1 1C1CCTCT1 1CH 1 1 I'CTC 
<_1 1 1 1 <-i i 1 1 iClC TCCCKnCTCCTXnxnXItcttcctttcecctct 
^^rjc-rrc-rrTC-rCTCTTCTTTCC-V (SEQIDNOS) 



(IV) g - °iH9-rTT-rrnTr^innrprrit 1 1 1 1'ClCCTCm.n i i i tCTC 
(_T1 1L1 1 1 1 1 1 L TCTCCCTL 1 L 1 CCTCTCTC tcttcctttcccctct 
^ ^rrcrcttCT ^rTCTTrTTTCC*' (SEQ ID NO:4) 



wobei: B 1 = p-Maleiinido-C^CH^^OJNHKCHjVO-POrO-, und B 2 = CHr- 
CH[(CH2)4-NH-Biotin]-CH2-0-PO2-O-. 



Die Oligos (I>(IV) warden an einem ABI-PCR-verkuppelten Synthesizer (ABI PCR-mate 
synthesizer) unter Verwendung von kommerzieU erhaltiichen (Sigma) DMT-O-Me-Phos- 
phoramiditen synthetisiert. Die I^-Aminogruppe von Cytidin ist als Benzoylderivat 
geschutzt. Die 5'-terminalen (Bl) und die vorietzten (B2) Phosphorarntdite and jewefls N- 

20 MNfT-Cs-AminoModifier (Clonetech) und Biotin-Phosphoramidit (GKen Research) fiir jedes 
Oligonucleotid. Die vollstandig geschQtzten O-Methylphosphorotriester-Oligomere werden 
von dem CPG-Trager durch Behandlung rah konzentrierter NH4OH bei 25°C fur 1 Stunde 
gespalten. Die rohen Produkte werden durch Affimt&5chromatographie an einer 
monomeren Avidin-Agarosesaule (Pierce) gereurigt und das Materiel mit der voUen Lange 

25 wird mit 2 mM Biotin eluiert. Die S'-MMT-Gruppe wird durch Behandlung mit 80% 
Essigsfture fur I Stunde bei 25°C entfernt und die Losung wird zur Trockne etngedampft 
Die Produkte werden in PBS, pH 8,0, aufgdost und mit einem 50fachen Oberschufi an 
Sucdmmdyl^-(p-maleinudophenyl)-butyrat (Pierce) in DMF fur 30 Minuten behandelt 
Die modifizierten geschQtzten Oligonucleotide werden mit RP-HPLC entsalzt, lyophylisiert 

30 und unter Stickstoff gelagert. 

Die lur die PCR und das Sequenzieren verwendeten Primer werden in herkommlicher Weise 
hergestellt und sind nachstehend gezeigt: 

35 5' PCR Primer y-TCCTCTCCCTCTmCTCCTCT-3' 



(entspricht den Basen 7-28 der SEQ ID NO: 1) 
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3' PCR Primer S'-Biotin-GGAAAGAAGAGAGAGAGGAGAGGO'" <SEQ ID NO:5) 
Schritt#l Sequenziemngs-Primer 5-AGAGAGGGGAAAGGAAGA-3' (SEQD>NO:6) 
Schritt«Sequenaerungs-Primer 5'-AGGAAAGGAGAGAAAGGG-3' (SEQIDNO:7) 



B. ^trifling von Gl v -CTv^L-P^ TJ. w .-Perien. die das Identifrienmm-QBgP ff) 
traggn 

5 mg von Gly-L-Phe-L-Lcu-Pcrlen werden fflr 2 Stundcn mit einer LOsung behandelt, die 
Fmoc-Gly-OH (99,95 uMol), Fmoc-Cys(Npys)-OH (0,05 uMol, Calbiochera), Benzotria- 
zol- 1 -yloxytrisKdimethylaraino)-phosphoniumhexafluorophosphat (100 uMol), 1- 
Hydroxybenzotriazolhydrat (100 uMol) und Diisopropytetfaylamin (150 uMol) in trocke- 
nem DMF (1 ml) enthalt. Die Perien werden mit DMF (2x) und sodann mh Methanol (2x) 
gewaschen und sodann mh 10 mM DTT-Losung in Methanol fflr 30 Minuten behandelt, urn 
die Schutzgruppen der Cysteinreste zu entfernen. Die Perien wurden schndl mit eiskaltem 
Methanol (2x) gewaschen, pelletiert und sodann fur 20 Minuten mh 100 ul einer 0,1 mM 
Losung von Oligo (I) in Methanol umgesetzt. Nach Waschen mh Methanol (2x) und sodann 
mit DMF (2x) wurden die Perien fur 20 Minuten mit 20% Prperidin in DMF behandelt, um 
die Schutzgruppen zu entfernen. Am Ende wurden die Perien mh DMF (2x), Methanol (2x) 
und sodann mit Methylenchlorid (2x) gewaschen und bet 45°C fur 1 Stunde getrocknet. 

C. Herstellune von T ,-Pro-GI v-L-Pha-T^Leu-Perien dfo da* TdffltifiaerungSrQfigp (ID 
ffa g en 

5 mg von CHy-L-Phe-L-Leu-Perlen wurden wie in vorstehend (B) behandelt, wood Fraoc- 
L-Pro-OH und Oligo (H) jeweils fur Fmoc-Gly-OH und Oligo (I) substhuiert wurden. 

D. Herstdhing voq m'BuVL-Tvr- f fflv/r^ProVGlv-L-Phe-L-Leu-Perlea dfe dje Ifofflj- 
fi^eninps-Oligos CHI und I/ID tragcn 

Perien aus (B) und (C) wurden zusammengelegt und in zwei gletche Tefle aufgeteilt Ein 
TeU wurde wie in (B) behandelt, wobei Fmoc(OtBu)-Hyr-OH und Oligo (III) wie geeig- 
net substhuiert wurden. 
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E. Harstellune von T.-Proffflv/L-P in^Gtv.L.Phe.L.Leu.Perien. dif <f»ft TriCTt»fi?iimniW» 
Qligos (TV und IAT> tnmen 

Der zweite Pool wird wie vorstehend behandeh, wobei Fmoc-L-Pro-OH und Ofigo (IV) in 
5 geeigneter Weise substituiert warden. 

F. Rekonstitution und Entfernen der Schtttomiooen von der Penrid-Bibliothek 

Die Perlen aus (D) und (E) werden zusammengelegt und die Schutzgruppen der Phosphate, 
10 Aminosaure-Seitenketten und der exocyclischen Nucleotidaminogruppen werden wie 
nachstehend entfemt Eine Stunde Behandlung mit 1:2:2-Gemisdi aus Thiophenol: 
Triethylamin: p-Dioxan wird gefblgt vom Waschen der Perlen mh Methanol (2x) und dann 
Methyienchlorid (2x). Sodann werden die Perlen fur 5 Minuten mil 95:5 Trifluoressigsaure: 
Ethandithiol behandeh. Nach dem Waschen nut Ethanol (3x) werden die Perlen bei 55°C 
15 mit 1:1 Ethylendiamin: Ethanol fur 1 Stunde behandeh und dann zuerst mit Ethanol (2x) 
und dann mit PBS (2x) gewaschen. Diese Saramlung von Perlen bildet die Bfl)liothek und 
enthalt ca. gleiche QuantitSten an 4 immobilisierten Peptiden YGGFL, YPGFL, PGGFL und 
PPGFL. ZusStzlich tragt jede Perle zwei unterschiedliche 113 bp-Oligonucleotidsequenzen, 
die die Identitat sowohl der ersten und der zweiten Aminosaure des Peptids an dieser Perle 
20 codieren. 

G. PCR.Vervielfaltiping des Ol igonucleotid-Identifiaerunes-Tags 

Nach einer FAC-Sortierung der Affinitats-gereinigten Perlen in einzelne 0,5 ml Poh/pro- 
25 pylenrohrchen werden 25 ul TBS, 0,1 ug Lachssperma-DNA (ab Trager) enthaltend, 
zusammen mit 25 ul von 2X PCR-VervielfiUtigungs-Puffer (PECI) jedem Rohrchen zuge- 
geben. Der 2X-Pufier enthalt: 100 mM KC1, 20 mM Tris-CI, pH 8,4, 20°C, 6 mM MgCfe, 
0,4 mM dNTPs, 1 uM von 5*-PCR-Primer, 1 uM von 3'-PCR-Primer und 100 Einheiten/ml 
Taq-DNA-Polymerase. 

30 

Nach der Pufferzugabe wird die Probe mit 50 ul Mmeraldl bedeckt und in einen automati- 
sierten Theraiocycler transferriert. In dem Thermocycler werden die Proben bet 95°C fur 2 
Minuten Hitze-denaturiert und dann werden 35 Cyclen mit 3 Schritten durchlaufen: 95°C/30 
Selc, 60°C/1 Min., 72°C/l Min., wobei den Schritten eine Inkubation bet 72°C fQr 
35 zusatzliche 5 Minuten folgt. Dann werden die Rohrchen abgekuhlt und bei 15°C gehalten, 
bis sie fertig zum Weiterverarbeiten an den Streptavidin-Perien sind. Das Gemisch wird auf 
95°C erhitzt, um die Strange zu denaturieren und der biotinylierte Purinstrang und der 
Oberschufl an 3'-PCR-Priraer werden durch Zugabe von StrepUvidin-beschichteten Perlen 
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entftrnt Die RShrchen werden bei 200s" 1 fur 5 Minuten zentrifiigjert Der Oberstand wird in 
den nachstehend beschriebenen Sequenzserungsreaktionen verwendet 

H. Sequenzieren d er PCR-vervielftltigten Oligonucleotid-Tags 

5 

Die venddftMgten Oligonucleotide von mdividuellen Perien werden isoliert und in einem 
Paar von Realctionen sequenziert (unter Verwendung von ddA oder ddG als Kettenab- 
bruchmittel) mit entweder Schritt #l-spezifischen oder Schritt #2-spezifischen Sequenzie- 
nings-Primenu 

10 

Urn die Matrize und den Primer aneinander anzulagern, ftlr jeden Satz an zwei Sequenzie- 
rungsspuren, wird eine einzelne Zusanunenlagerungsreaktion und eine anschlieBende Mar- 
kierungsreaktion durchgefilhrt, indem 8,5 ul des Sequenzierungs-Primers (Konz. « 0,25 
pMot/pl), 1,5 |jtl Sequenase™ 5X Sequenzierungspuffer (200 raM Tris HC1, pH 7,5, 100 
15 mM MgCb und 250 mM NaCl) und 10 pi der Matrizen-DNA aus dem vorstehenden Ver- 
vielfiltigungstiberstand kombiniert werden. Die Proben werden 2 Minuten auf 65°C erhitzt 
und langsam auf Raumtemperatur abgektthlt (ca. 10 Minuten). 

Die Marldenmgsreaktion wird wie folgt durchgeftthrt. Sequenase™ (v2,0) wird 1:20 mit 
20 TE (10 mM Tris HC1, pH 7,5 und 1 mM EDTA) verdOnnt und ein Mariderungscocktail 
wird hergestellt, der ein 2:3,5-Verh&ltnis von verdOnntem Enzym zu Markierungsgemisch 
enthfilt (d.h. ein 4;2:1-Gemisch aus 150 nM dGTP, 0,1 M Dhhiothreitol, alpha- 35 S-dATP, 
>1000 Ci/mMol)* Etwa 5,5 pi des Cocktails werden mit 10 pi des angelagerten Matri- 
zen/Primers (aus (i)) bei 25°C fur 5 Minuten inkubiert. 

25 

Die Abbruchsreaktionen werden wie folgt durchgefuhrt 6 \il des Marlrierungsreagenzge- 
misches werden zu 5 pi jedes Gemisches, das geeignet fux die ddXTP-Abbruchsreaktion ist, 
zugegeben (Ah. 80 pM dGTP, 80 pM dATP, 50 mM NaCl und 8 pM ddGTP oder 8 pM 
ddATP). Nach dem Inkubieren bei 37°C fur 5 Minuten werden etwa 8 pi der Stoppldsung 
30 (95% Formamid, 20 mM EDTA, 0,05% Bromphenotblau und 0,05% Xytencyanol) zu jeder 
der Abbruchsreaktionen gegeben. 

Das Sequenziemngsgd besteht aus 6% Gesamtacryiamid (19:1 Acrylamid/bis), 0,09 M 
Tris-Base, 0,09 M Borsaure, 1 mM EDTA und 7 M HamstofE Das Gel wird durch Zusatz 
35 von 1,9 pi 25% Ammoniumpersulfat pro ml und 0,72 |xl von TEMED pro ml der vorste- 
henden Gelldsung polymerisiert Don Gel wird es erlaubt, mindestens eine Stunde zu 
polymerisieren und wird mindestens 20 Minuten vorlaufen gdassen vor der Probenbda- 



dung. Die Gclplatten werden vor und wahrend des Laufenlassens zwischen 40 und 50°C 
gehahen. 

Die Reaktionen werden auf 85-95°C fur 2 Minuten vor dem Bdaden erhhzt und das Gel 
wlrd laufengelassen, bis der Bromphenolbtou-Farbstoff den Grund des Gels erreicht. Die 
Sequenzen von Interesse laufen zwischen den Bromphenolblau und den Xyiencyanol- 
markern. Die erfordeiiiche Information, urn die Sequenzen der Monomere in den Oligo- 
meren, die an den Ketten hingen, zu identifizteren, ist in der DNA-Sequenzinfonnation 
enthalten. 

BEISPIEL 3: PARALLELE SYNTHESE DER PEPTIDE UND DER 
OUGONUCLEOTID-TAGS AN CARBOXYL-PERLEN 

A Synthase von Phosphoramiditen (IWIV) 

Die 3XAllyl-N,N'-dusopropyl-phosphorainidite) von S'-DMT-Derivaten von: (I) N*- 
(AUyloxy)<anbonyl-7-deaza-2Meoxyadenoan, (2) N 4 ^AUyloxy)-carbonyl-2'^eoxy. 
cytidin, (3) N 2 -(Allyloxy)-carbonyl-7-deaza-2' -deoxyguanosin und (4) Thymidin (siehe 
Figur 6) werden nach den Verfahren von Hayakawa et al., J. Amer. Chem. Soc. 112: 1691- 
1696 (1990), hergestellt. 

B. Derivatisieren der Carboxv l-Perien mit einem Diamin-Ltnker 

Die Herstellung eines bifunktionalen Perlennuuerials fur die parallele Synthese von Peptiden 
und OUgonucleotiden ist in Figur 7 gezeigt. Drei 50 mg Aliquots von Polysty- 
rol/PoIydivinylbenzol/PoIymethylmethacrylat/C(X)H-Perien mit 4,5 um Durchraesser 
(Bangs' Laboratories) wurden jeweils in getrennte Mikrozentrifiigenrohrchen eingebracht 
und wie nachstehend behandek. Zuerst wurden die Perlen mit 0,1 N waBriger HC1 (3 ml) 
behandeh und dann 15 Minuten mit Vortexen gertthrt. Die Perlen wurden sodann mit einer 
Mikrozentrifuge pelletiert, der flQssige Uberstand dekantiert und das verUeibende Perlen- 
Pellet wurde nacheinander mit Wasser (3x I ml) und Dimethylfbrmamid (DMF, 3x 1 ml) 
gewaschen (durch Vortexen, Pelletieren und Dekantieren: ein Verfahren, das als „Waschen" 
bezeichnet wird). 

Die Verbindungen 2-(l H-Benzotriazol- l-yl>l , 1 .S^-tetramethyhironuinihexafluorophos- 
phat (HBTU, 38 mg, 0,10 mM), 1 -Hydroxybenzotriazol (HOBT, 15 mg, 0,10 mM) und 
DMF (0,5 ml) oder Dichlorraethan (0,5 ml) wurden dem Perien-Pettet zugesetzt. Diiso- 
propyletbylamin (DIEA, 54 p.1, 0,30 mM) wurden zugesetzt und die Suspension wurde 1 



Minute gevortexed. Die Verbindung 4,9-Dioxa-l,12Kloo^cawliamm (20ul, 0,10 mM) 
wurde zugesetzt und die Rcaktion wurde 30 Minuten gevortexed. Die Reaktion wurden 
dann nut DMF (1 mO verdunnt und die Perien wurden pdletiert und der Oberstand dekan- 
tiert. Das Pellet wurde mh 9:1 DMF/Wasser (1 ml) befaandeb und 15 Minuten gevortexed. 
Die Perien wurden sodann pdletiert, der Oberstand dekantiert und die Perien mh DMF (3x 
1,0 ml) gewaschen. 

C. Anhrinpen von Peptid- und Olipnnucleotid-Svnthesc-Linkem 

100 mg Perien wurden mit cinem Gcmisch aus 4-Fmoc-Aminobuttersiure (0,1 mM) und 4- 
p,p'-Dimethoxytrityl-(DMT)-hydroxybuttersaure (0,1 uM) in Anwesenheit von HBTU (0,1 
mM), HOBt (0,1 mM) und DEA (0,1 mM) in 9:1 CHaCkDMF (1,0 ml) behandek. Nach 
einer Vortex-Behandlung fur 30 Minuten wird das Reaktionsgeniisch mit DMF (1 ml) 
verdOnnt, die Perien pdletiert und der Oberstand dekantiert. Die Perien werden mit DMF 
(3x 1 ml) gewascben. Das Kuppltmgsverfahren wird sodann mit frischen Reagenzien 
wiederholt und wie vorstehend beschrieben pdletiert und gewascben. 

D. Aufeauen einer 3 ♦-PCR-Primer- Stelle an den Hvdroxv-Linkem 

Das parallele Zusammensetzen der OUgonucleotid-getaggten Peptide an den Perien wird in 
Figur 8 gezeigt. Eine PCR-Primer-Stelle von 20-25 Nucleotiden wird wie nachstehend 
zusamraengesetzt. Anmerkung: Alle Reagenzien werden wasserfiw verwendet und die 
Reaktion findet unter einer trockenen Argon-AtmosphSre statt Etwa 10 mg der Perien 
werden einer 8-Schritt-Reaktionssequenz unterworfen, urn ein geschfltztes Phosphoramidit 
zu kuppeln. Die Reaktionsschritte sind: (1) Die Perien werden 0,5 Minuten mh Acetonhril 
(MeCN) gewaschen, (2) DMT-Gruppen werden mit 3% Trichloressigsfiure in CH&i fiir 
1,5 Minuten entfernt, (3) die Perien werden mit MeCN 3 Minuten gewascben, (4) die Perien 
werden mit 0,1 M Phosphoramidit (I, U, HI oder IV) in MeCN fur 2 Minuten behandelt, das 
entweder 0,5 M (4-Nitrophenyl)-tetrazol oder 0,5 M Pyridiniumhydrocnlorid und 1,0 M 
Imidazol enthait, (5) die Perien werden mit MeCN 0,5 Minuten gewascben, (6) die Perien 
werden mit einem Gcmisch aus Ac20/2,6-LutidinyTHF (1:1:8), enthaltend 5% DMAP 
geschutzt, (7) die Perien werden mh 1 M 'BuOH in CH 2 C1 2 0,8 Minuten oxidiert und (8) die 
Perien werden 0,5 Minuten mit MeCN gewaschen. Die Schritte 1 bis 8 werden von ein- bis 
25mal wiederholt, um eine PCR-Primer-Stelle von bis zu 25 Nucleotiden 
zusammenzusetzen. 
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E. Kupnaln der ersten Aminosaure an die Amino-Lmkef 

Die Peptid- und Nucleotidkupplungen kCnnen abgewechsdt werden, wie in Figur 8 gezagt 
Urn eine Aminosaure (oder ein Peptid) zu kuppeln, wird zuerat die Fmoc-Grappe von den 
5 Perien dureh Behandlung mit 30% Piperidin in DMF fur 60 Minuten entfemt Die Perien 
werden 3mal mit DMF gewaschen. Die Perien werden dann 30 Minuten mit einer Losung 
behandelt, die die geeignete Amuiosaure (0,1 M), HBTU (0,1 MX HOBt (0,1 M) und DIEA 
(0,1 M) in 9:1 CHfeCIj: DMF enthalt. Die Kupplung wind dann nut friscben Reagenzien 
weitere 30 Minuten wiederholt und die Perien mit DMF (3x) und dann mit MeCN (3x) 
10 gewaschen. 

F. Konstruktion des ersten Qli frnnudeotid..Codons' 1 

Ein „Codon" von etwa 3 bis 5 Nucleotides das die Identity der ersten Aminosaure einzig- 
13 artig reprasentiert, wird dann am S'-Ende der Oligonucleotid-Kette angebaut, unter Ver- 
wendung des S-SctoTtt-Kupplungscydus' in Verfahren (D) vorstebend. 

G. Kunpeln der anschlieBenden Aminosauren und -Codon M -Konstruktion 

20 Die Methoden der Verfahren (E) und (F) werden dann wiederholt unter Verwendung der 
geeigneten Aminosaure und der Nucleotid-Auftaublocke, bis das gewunschte Peptid und 
das die Region codierende Oligonucleotid vollst&ndig zusammengesetzt sind. 

H. Knnstniktion ein«r y.PCR-Primer-Stelle 

25 

Der 8-Schritt-Kupplungscyclus aus Verfahren (D) wird verwendet, um eine 20-25 
Nudeotid-PCR-Primer-S telle an dem 5 '-Terminus der Oligonudeotid-Ketten aufzubauen. 

L Entfemen der Schutzeruppe von den O lipomicleotid- und Peotid-Ketten 

30 

Das Entfemen der Schutzgruppe von den voQstandig zusammengesetzten Peptid- und Oli- 
gonucleotid-Ketten ist wie nachstehend. Die Anrino^tenninalen Fmoc-Gruppen werden 
durch Behandlung mit 30% Piperidin in DMF entfemt und sodann mit THF (3x) gewa- 
schen. Um die aDylischen Schutzgruppen zu entfemen, werden die Perien mit einer THF- 
35 Losung bei 50°C fur 30 Minuten behandelt, die Tiis-(dlbenzyfidenaceton>^palladium- 
chlorofonn-Komplex (0,02 M), Triphenylphosphin (0,2 M) und 1:1 n-Butyl- 
amin/Ameisensaure (1,2 M) enthalt, und die pefletierten Perien werden mh THF gewaschen. 
Die Perien mit 0,1 M waBriger NatriunvN.N-alethyldithiocarbamat gewaschen und sodann 
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mit Wasser, um Spuren von Palladium zu entfernen. Die Aimnosaure-Sdiutzgruppen 
werden dann durch Behandlung mit 95:5 TFA/Wasser filr 30 Mkuten entftrot 
w Scavenger w -Reagenzien, wie 1,2-Etfaandhhiol und Thioanisol, kdnnen auch in dieses saure 
Medium zum Entfernen der Schutzgruppe einverieibt werden (rB. 2% von jedem nacfa 
Volumen). Am End© werden die vdlstandig von den Schutzgruppen befrehen Perlen mit 
wftflrigem Puffer gewaschen und sind berdt zur Wechselwirkung mh einem biologischen 
Rezeptor. 

BEISPIEL 4: BIBLIOTHEK-HERSTELLUNG UND DURCHMUSTERUNG 



In diesem Beispie! wurden zwei Populationen von Amin-derivatisierten Perien mit Oligo- 
nucleotiden markiert, die einzigartige Basensequenzen haben, die charakteristisch filr jede 
Perienpopuhtion sind. Die mit einem 95-Basen langen Oligonudeotid (95mer) markierte 
Population wurde anschlieflend mit dem Peptid YGGFL gekuppdt. Die Population der mit 
13 einem 110 Basen langen Oligonudeotid (1 lOmer) markierten Perlen wurde mh Phenyialanin 
(F) gekuppeit Die Perlen wurden sodann in einem Verhfiltnis von 20F/110mer Perien filr 
jede YGGFI795mer Perle gemischt und mit einem Fluoresrenz-markierten AntikOrper 3B7 
geftrbt, der das Peptid YGGFL mit hoher Affinitat bindet Individuell Fhioreszenz-gefirbte 
Perlen konnten dann mit FACS direkt in die PCR-Rohrchen sorriert werden. Nacfa PCR 
20 ergaben 5 von 6 Fluoreszenz-gefirbten Perlen ein Fragment von vervielfiltigter DNA, die 
95 bp Lang war. PCR der verbleibenden einzdnen Perlen ergaben Heine DNA-Fragmente, 
die moglicherweise Primer-Dimere sind. 

Die in diesem Experiment verwendeten Oligonucleotide sind die zwei Tags, die zwei PCR- 
25 Primer und ein Sequenzierungs-Pritner. Diesdben PCR- und Sequenzierungs-Primer 
wurden filr die beiden Tags verwendet Die beiden Tags sind in ihrer Sequenz und Lange 
unterschiedlich. Beide Tags wurden aus den Basen 7-DeazaA, C und T zusammengesetzt. 

Das 95mer-Tag hat die Sequenz: 
30 rr a err ACT *rr APT CTA CTA TAA CCA CCC CTT CCT ATT CCA AAA TTA 
CAA Act tat etc aac tac ate «~ a CAC TCA CTC ATC TCT ACA TCT AC (SEQ ID 
NO:8) 

Das 1 lOmer-Tag hat die Sequenz: 

rrx CTC ACT XC r Arj rr a CT\ TAA CCC TCC CCT ATT CCA AAA TTA CAT 
35 CCT ATT CCA AAA TTA CAA Act tat etc aac tac ate tCA CAC TCA CTC ATCJCJ 
ACA TCT AC (SEQ ID NO:9) 



Fur jedes Ziel reprasentieren die unterstrichenen Sequenzen PCR-Primer-Bindungsstellen: 
der Sense-Primer ist an dem S'-Ende und der Antiseose-Primer ist an dera 3*-Ende. FQr 
jedes Ziel reprflsentiert auch die Sequenz in Kleinbuchstaben die Sequenzierungs-Primer- 
Bingungsstelle. 

5 

A. Perlenhersteflung 

Die Perien wurden von Bang's Laboratories (979 Keystone Way, Carmel, IN 46032) 
gekauft und setzen stch aus carfaoxyliertem Polystyrol (4,5 \xm Durchschnhtsdurchmesser) 
10 zusammen. Diese Perien wurden einer Diaminderivatisiening mit dem nacfastehend 
beschriebenen Verfahren unterworfen. 

Perien (200 mg) wurden mit 1,0 ml 1 N HCl behanddt und 15 Minuten gevortexed. Die 
Perien wurden pelletiert, dekantiert und 3mal (3x) mit 1,0 ml Wasser pro Waschschritt 
15 gewaschen und dann 3x mit 1,0 ml DMF pro Waschschritt gewaschen. Zu dem gewasche- 
nen Pellet wurden 2<lH-Benzotriazol-l-yI>U 

(HBTU, 38 mg, 0,1 mM), 1-Hydroxybenzotriazolhydrat (HOBT, 15 mg, 0,1 mM), 500 jtl 
Methylenchlorid und 54 ^1 Diisopropylethyiamin (DIE A, 0,3 mM) zugegeben. Nach einer 
2minutigen Vortex-Behandlung wurden 20 fil Diamin (4,9-Dioxa-l, 12-dodecandiamin, 94 
20 jiM) zugegeben. Nach einer 30mintttigen Vortex-Behandhmg wurden 1,0 ml DMF 
zugegeben und die Perien mit Zentrifiigieren pelletiert Der Oberstand wurde entfemt und 
1,0 ml 10% Wasser in DMF wurden zugesetzt. Die Perien wurden zusStzliche 15 Minuten 
gevortexed und schlieBlich 3x mit 1,0 ml DMF pro Waschschritt gewaschen. 

25 B. Oligonucleotid-Anheftung 

Zwei verschiedene Ziel-Oligonucleotide wurden in diesem Experiment verwendet: ein 
95mer und ein 1 lOmer. Diese Oligonucleotide setzten sich aus den Basen Cytidin, Thymidin 
und 7-Deaza-adenosin zusammen. Die Oligonucleotide wurden mit einer primfiren 

30 Aminogruppe an dem 5 '-Terminus (S^Amino-Modifier CM2, Glen Research) synthetisiert 
Das iyophylisierte Oligonucleotid (600 pMol) wurde in 5 \i\ 0,5 M Na-Phosphat, pH 7,7, 
geldst und die Losung wurde mit 10 pi 0,2 M Disuccinimidylsuberat (DSS) behanddt Die 
Reaktion wurde 10 Minuten ausgefflhrt und dann wurden 85 fxl ebkaltes Wasser zugesetzt. 
Nicht-reagiertes DSS wurde durch Zentrifiigieren entfemt. Der Oberstand wurde durch erne 

35 G25-Spm-Saule (G25 Spin column) geleitet, die mit Wasser equifibriert war. Das Eluat 
wurde sofort gefroren und lyophylisiert, urn die S^N-Hydroxysuccinamidester des 
OSgonucleotids zu isolierea 



Dieses aktivierte Oligonucleotid wurde in 50 pi von 0,1 M Na-Phosphai, pH 7,5, gdOst, das 
0,1 mg/ml von beschaliter Lachsspenna-DNA enth&h. Diese LOsung wurde zu 10 mg 
Diaxnin-derivatisierten Perlen gegeben. Nach 3 Stunden Vortex-Behandlung wurden die 
Perlen 2x mit 0,4 ml 0,1 M Na-Phosphat, pH 7,5, jeweils gewaschen und daim 2x nut 0,4 ml 
0,1 N NaOH. Am Ende wurden die Perien 3x mit 0,4 ml von pH 7,5-Puflfer gewaschen. 

C. Peptid-AnknQpfimg 

Zu Boc- YGGFL oder Boc-Phe (Boc - tert.-Butoxynxiitoiylamin-Schut^ruppe, 0,1 
mMol) wurde HBTU (0,1 mM), HOBT (0,1 mM), 1,0 ml 10% DMF in Methyienchlorid 
und DIEA (0,3 mM) zugegeben. Nach der Vortex-Behandlung zur AuflOsung der Feststoffe 
wurden 0,4 ml der Peptidlfisung zu 3 mg der OUgonudeotid-markierten Perlen gegeben. 
Die Boc-YGGFL-enthaltende LOsung wurde zu den 95mer marlderten Perlen gegeben und 
die BooPhe-enthaltende Ldsung wurde zu UOmer markierten Perlen gegeben* Die 
Reaktionsgemische wurden 30 Minuten gevortexed und dann mit DMF verddnnt, 
zentrifugiert, dekantiert und die Perfen-Pellets wurden 3x mit 1,0 ml THF gewaschen* Die 
Boc-Schutzgruppen wurden durch Behandlung der Perlen mh 0,4 ml 95% 
Trifluoressigs&ire fur 10 Minuten entfernt Die Reaktion zum Entfernen der Schutzgnippc 
wurde dann mit THF verdQnnt, zentrifugiert und dekantiert und die Perlen wurden 3x mit 
1,0 ml DMF jeweils gewaschen. Am Ende wurden die Perlen 3x mit 0,5 ml 0,1 M Na- 
Phosphat, pH 7,5, jeweils gewaschen und in einer Aufschlfimmung (10 mg/ml) gdagert 

D. Mischen. Farben und Sortieren 

Die mit dem 95mer und YGGFL gekuppelten Perlen wurden mit den Perlen in einem Ver- 
h&ltnis von 1:20 gemischt, die mit dem UOmer und F gekuppelt wurden. Somit wurden 0,1 
mg von 95mer/YGGFL-Perlen (2 Mio. Perlen) nut 2,0 mg der I lOmer/Phe-Perlen (40 Mio, 
Perlen) gemischt. Das Gcmisch wurde in einem BlockierungspufFer (PBS, 1% BSA und 
0,05% Tween-20) suspendiert und bet Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert Die Perien 
wurden als nachstes durch Zentrifogieren pdletiert und in einer LOsung ernes FITC-mar- 
kierten monoklonalen AntikOrpers 3E7 resuspendiert, der das Peptid YGGFL (1 ng/ml) 
bindet Die Suspension wurde 0,5 Stunden auf Eis inkubiert und dann zentrifiigiert, um das 
Perfen-Pdlet zu isolieren. 

Die Perlen wurden in PBS zum Einbringen in das Fluoreszenz-aktivierte ZeHensortierungs- 
(FACS)-instrument (Becton Dickinson FACSORT Plus) resuspendiert Die Perien, die an 
den Fhioreszenzr marlderten Antikdrper gebunden hatten, wurden durch deren ange- 
nommene Fluoreszenz identtfiziert und die Fluoreszenz-Perien wurden durch Sortieren in 
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PCR-GefiBe isoliert Eine, 10 odcr 100 Fhioreszenz-Perien wurden in jcdcs PCR-GeffiBe 
sortiert. In einer analogen Art wurden die Nicht-Fluoreszenz-Perlen in PCR-Ge&Be sortiert 

E. Vffvielfaltiguq g far portierten Perien 

5 

Zu jedem eine Perle oder Perlen-enthakenden PCR-GeftB wurden 25 pi von PCR-Pufifer 
(20 mM Tris-HCt, pH 8,7, 10 mM KC1, 10 raM (NH^SO* 2 raM MgCb, 0,1% Triton X- 
100, 0, 14 mg/ml BSA, 200 jim dATP, 200 pm dGTP, 200 pm dCTP, 200 pm dTTP, 2 pm 
Primer #1, 2 pm Primer #2 und 0,5 Einheiten von J^-DNA-Polymerase) zugegeberu Die 
10 Reaktionen wurden 40 Cyclen von 95°C fir 0,5 Mimiten, 55°C f&r 1 Minute und 72°C fOr 1 
Minute untenvorfen. 

Der Gelbeladungsforbstoff (2 pi) wurde zu 10 pi jeder PCR-Reaktion gsgeben und die 
Probe wurde auf einem 2% Agarosegd mit niedrigem Schmdzpunkt laufengdassen. Die 

15 DNA-Fragmente wurden durch Ffirben mit Ethidiumbromid und UV-Licht-Aussetzen 
sichtbar gemacht 5 von 6 der Gefifle mit Einzelfluoreszenz-Perien ergaben DNA-Frag- 
mente mit 95 Basenpaaren L&ige, was bestatigt, daB diese Perien mit YGGFL und nicht mit 
F gekuppelt warea Gefifle mit 10 oder 100 Fluoreszenz-Perfen ergaben auch 95mer DNA- 
Fragmente. Im Gegensatz dazu ergab keines der GefflBe mit 1, 10 oder 100 Nicht- 

20 Fluoreszenz-Perlen 95mer-Fragmente. 

E8 gab jedoch anomale Vervielfaltigungsprodukte, die kleiner als 110 bp waren aus der 
Vervielftltigung der Tags der Nicht-Fluoreszenz-Perlen. Diese anomalen Produkte kdnnen 
durch die Verwendung der ungeschutzten Oligonucleotid-Tags in diesem Beispiel entstan- 
25 den sein, was es mOgiicherweise ermOglicht hat, daB freie exocyclische Amine zu der F- 
Aminosiure gekuppelt haben, wobei das Tag damit Gegenstand anomaler Vervielfiltigung 
wurde. Dieses Problem hatte das 95mer Tag nicht in dem glrichen MaBe beeinfluflt, da 
YGGFL weniger reaktiv mit den exocyclischen Aminen ist, als F. 

30 BEISPIEL 5: SYNTHESE DER BBLIOTHEK UND DURCHMUSTERN 

Dieses Beispiel ist schematisch in Figur 9 dargestellt. Kurz gesagt wurde eine Einzdpo- 
pulation von Amin-derivatisierten Perien (wie in Beispiel 4 bescbrieben hergesteflt) mit 
Glycin gekuppelt. Die Population wurde dann in zwd gleiche Teile aufgeteitt und jeder Tefl 
35 wurde mit einem charakteristischen Oligonudeotid maridert, das dnzigartig die Perien- 
Subpopulation identifiziert. Die Subpopulation, die mit einem Oligonudeotid mit 95 Basen 
LSnge (das 95mer, wie in Beispiel 4 bescbrieben) maridert wurde, wurde anschlieBend mit 
dem Peptid YGGFL gekuppelt. Die Population der Perien, die mit einem Oligonudeotid mit 
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1 10 Basen Lfinge (das HOmer, wie in Betspiei 4 beschrieben) marfciert wurde> wurde mit 
dem Peptid FLFLF gelcuppdt (SEQ ID NO: 16). Die Perien wurden dann in einem 
VerhSltnis von 20 FLFLF/llOmer Perien fttr jedes YGGFL/95mer Perien (d.h. 20:1) 
genrischt und mit einem Fluoreszenz-markierten AntikBrper (3E7) gefflrbt, der die 
5 Peptidsequenz YGGFL mit hoher Affinitit bindet Individuelle Fhioreszetiz-gefirbte Perien 
und ungeftrbte Perien wurden direkt in PCR-Geftfle sortiert, Nach PCR ergaben alle 
Fluoreszenz-gefirbten Perien ein Fragment von vervielfiltigter DNA 95 Easenpaare lang 
und alle nicht-ge&rbten Perien ergaben ein Fragment 1 10 Basenpaare lang. 

10 A, Peprid-Kupplungsschritt #1 

Zu Fmoc-CHy (Fmoc - 9-Fluorenylmcthoxycarboiylamin-Schutzgruppe f 0,1 mM) wurden 
HBTU (0,1 mM), HOBT (0,1 mM), 1,0 ml von 10% DMF in Methylenchlorid und DEEA 
(0,3 mM) zugegeben. Nach einer Vottex-Behandlung zur LOsung der Feststoffe, wurden 

15 0,4 ml der aktivierte Aminosaure enthaltenden LOsung zu 50 mg der Diamin-derivatisierten 
Perien gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 30 Minuten gevortexed und dann mit DMF 
verdOnnt, zentrifiigiert, dekanticrt und das Perien-PeUet wurde 2mal mit 1,0 ml DMF 
gewaschen. Die Kupplungsreaktion wurde dann wicderholt Die Perien wurden dann mit 1,0 
ml 30% Piperidin in DMF mit Vortexen fttr 1 Stunde behandelt, um die Scfautzgruppe der 

20 dycinaminogruppe zu entfernen. 

B. Oligonvfd^Qtid-M^rMcn^nR 

Zwei verschiedene Zid-Oligonucleotide wurden in diesem Experiment verwendet; das 
23 95mer und 1 lOmer, wie in Beispiel 4 beschrieben. Die Hftlfte der Perienprobe, wie vorste- 
hend beschrieben (25 mg) wurde mit dem 95mer und die andere Hfilfte mit dem IlOmer 
markiert. Diese Oligonucleotide setzen sich aus 2 ? -Deoxycytidin, Thynudin und 2'-Deoxy- 
7~deaza-adenosin zusammen* Die Oligonucleotide wurden mit einer primfiren Ammogruppe 
an dem 5*-Terminus (MMT-C 12-Aminomodifier, Clonetech Laboratories, Inc.) 
30 synthetisiert Das lyophylisierte Oligonudeotid (1,5 nMol) wurde in 10 pi 0,5 M Na-Phos- 
phat, pH 7,7, gel&st und die Ldsung wurde mit 20 pi 0,2 M Disucdnimidylsuberat (DSS) 
behandelt Die Reaktion wurde 10 Minuten fortgefiihrt und dann wurden 70 pi eiskaltes 
Wasser zugegeben. Unreagiertes DSS wurde durch Zentrifiigieren entfcrnt Der Oberstand 
wurde durch eine G-25 Spin-Saule geleitet, die mh Wasser equifibriert wurde. Das Eluat 
35 wurde sofort gefroren und lyophylisiert, um 5 '-N-HydiwcysuccinamidestCT des Oligo- 
nucleotids zu isolieren. Dieses aktivierte Oligonucleotid wurde in 100 pi 0,1 M Na-Phos- 
phat, pH 7,5, geldst, das 0,1 mg/ml von beschaflter Lachssperraa-DNA enthielt Diese 
LOsung wurde zu 25 mg Glyrin-gekuppelten Perien gegeben. Nach Vortex-Behandhwg filr 
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3 Stunden wurden die Perlen 2mal mit 0,4 ml 0,1 M Na-Phosphat, pH 7,5, und 2mal mit 0,4 
ml 0,1 N NaOH gewaschen. Am Endc wurden die Perlen 3mal rait 0,4 ml pH 7,5-Puflfer 
gewascben. 

C. Peptid-Kuoolungsschritt #2 

Zu Boc- YGGFL oder Boo-FLFLF (Boc = tert.-Butoxy^»rtx)nylamiii-Schutzgmpp^ 0,02 
mM) wurden HBTU (0,02 mM), HOBT (0,02 mM), 0,190 ml 10% DMF in Methylenchlo- 
rid und DIEA (0,06 mM) zugegebea Nach Vortex-Behandhmg zum LOsen der Feststofie 
wurde die Ldsung lOfach in 10% DMF in MethyiencMorid verdtlnnt Em Aliquot dieser 
LOsung (0,345 ml) wurde zu den Glydn-gekuppdten und Oligonucleotid-mariderten Perlen 
(25 mg) gegeben. Die Boc-YGGFL-enthaltende Ldsung wurde zu den mit dera 95mer 
maikierten Perlen gegeben und (fie Boc-FLFLF-enthaltende LOsung wurde zu den rah dem 
HOmer markierten Perlen gegeben. Die Reaktionsgemischc wurden 30 Minuten gevortexed 
und dann mit DMF verdQnnt, zentrifugiert, dekantiert und die Perlen-Pdlets wurden 3mal 
mh 1,0 ml THF gewaschen. Die Boc-Schutzgruppen wurden durch Behandlung der Perlen 
mit 0,4 ml 95% Trifluoressigsiure fllr 10 Minuten entfernt Die Reaktion zum Entfernen der 
Schutzgruppe wurde dann mit THF verdQnnt, zentrifugiert, dekantiert und die Perien 
wurden 3mal mit 1,0 ml DMF gewaschen. Am Ende wurden die Perlen 3mal mit 0,5 ml 0,1 
M Na-Phosphat, pH 7,5, gewaschen und als eine Aufichlfimniung (10 mg/ml) gelagert 

D, Mischen. Farben und Sortieren 

Die mit dem 1 lOmer und FLFLF gekuppelten Perien wurden mit den Perien in einem Ver- 
haltnis von 20:1 gemischt, die mit dem 95mer und YGGFL gekuppelt wurden. Somh wur- 
den 0,1 mg von 95mer/YGGFL-Perlen (2 Mio. Perien) mit 2,0 mg von I lOmer/FLFLF- 
Perien (40 Mio. Perien) gemischt. Das Gemisch wurde in einem Btockierungspuffer (PBS, 
1% BSA, 0,05% Tween-20) suspendiert und bet Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert. Die 
Perien wurden sodann durch Zentrifugieren pdletiert und in einer LOsung von FITC-mar- 
kiertem monoklonalen AntikOrper (3E7) resuspendiert, der die Peptidsequenz YGGFL (1 
fig/ml) erkennt. Die Suspension wurde 0,5 Stunden auf Eis inkubiert und dann zentrifugiert, 
urn das Perien-Pellet zu isolieren. 

Die Perien wurden in PBS zum Einbringen in das Fluoreszenz-aktivierte ZeUsortierungs- 
(FACS)-Instrument (Becton Dickinson FACSORT Plus) resuspendiert Die Perien, die an 
den Fluoreszenz-mariderten AntikOrper gebunden hatten, wurden durch deren ange- 
noramene Fluoreszenz identifiziert (siehe Figur 10) und homogene Proben entweder der 
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Fluoreszenz- oder Nicht-FIuoreszenz-Perien wurden durch Sortieren in PCR-GeftBe iso- 
licrt 1, 10 oder 100 Perlen jeder Art wurden injedes PCR-GefiB sortieft 

E. PCR-sortierte Perlen 

5 

Zujedem eine Perle oder Perlen enthaltenden PCR-GeSB wurden 25 y& PCR-Gemisch (20 
mM Tris-HCl, pH 8,7, 10 mM KC1, 10 mM (NHi^O^ 2 mM MgCl* 0,1% Triton X-100, 
0,14 mg/mi BSA, 200 \iM dATP, 200 |iM dGTP, 200 ||M dCTP, 200 jiM (OTP, 2 jiM 
jedes Primers (wie in Beispiel 4 beschrieben) und 0,5 Einhehen Efu-DNA-Poiymerase) 

10 zugegeben. Die Reaktionen wurden 40 Cyclen von 95°C flir 0,5 Minuten, 55°C fiir 1 
Minute und 72°C flir 1 Minute unterworfen. Der Gdbdadungs&rbstoff (2 fil) wurde zu 10 
ixi jeder PCR-Reaktion gegeben und die Probe wurde in einem 2% Agarosegd rait rtfedri- 
gem Schmelzpunkt laufengdassen. Die DNA-Fragmente wurden durch FSrben ink 
Ethidiumbromid und UV-Licht-Aussetzen sichtbar gemacht. 6 Einzelperlenproben, drd 10 

15 Perlenproben und drei 100 Perienproben wurden sowohl von der Fluoreszenz-Population 
als audi der Nicht-Fluoresrenz-Population vervielfiltigt. Allc Perienproben aus der 
Fluoreszenz-Population produzierten nur DNA-Fragmente mit 95 Basenpaaren Lfingc und 
alio Proben aus der Nicht-Fluoreszenz-Populadon produzierten nur Fragmente mit 110 
Basenpaaren Lange (siehe Figur 11). 

20 
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SEQUENZPROTOKOLL 



5 (1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: Dower, William J 

Barrett, Ronald W 
Gallop, Mark A 
10 Needels, Michael C 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFENDUNG: Verfahren zur Synthese der ver- 

schtedenen Sammlungen von Oli- 



gomeren 



15 



(Hi) ANZAHL DER SEQUENZEN: 16 



Civ) KORRESPONDENZANSCHRIFT: 

(A) ADRESSAT: Townsend and Townsend 

20 (B) STRASSE: 1 Market Plaza, Steuart Tower, Suite 2000 

(C) STADT: San Francisco 

(D) BUNDESLAND: California 

(E) LAND: U.S.A. 

(F) POSTLEITZAHL: 94105 

25 

(v) COMPUTERLESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Diskette 

(B) COMPUTER: IBM PC kompatibel 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

30 (D) SOFTWARE: PatentIN Release #1.0, Version #1.25 

(vi) DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: 

(B) ANMELDETAG: 
35 (C) KLASSIFDCATION: 

(viii) VERTRETER: 

(A) NAME: Smith, William M. 

(B) REGI STRIERUNGSNUMMER: 30,223 
40 (C) REFERENZNUMMER- 11509-36-1 

Ca) TELEKOMMUNKATION: 

(A) TELEFONNUMMER: 415-543-9600 

(B) TELEFAXNUMMER: 415-543-5043 

45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ED N0:1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1 1 1 Basenpaare 

(B) ART: Nucldnsfiure 

(C) STRANGFORM: Einzclstrang 

(D) TOPOLOGIE: Bnear 

(u) MOLEKOLTYP: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:I: 
CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTCT TTTTTTCTCC TTCTTTTTTT CTCTCCCTCT 60 
CTCCTCTCTC CCCTTTCTCT CCTTTCCTCC TCTCCTCTCT CTCTTCTTTC C 111 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1 1 1 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Cii) MOLEKULTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NOS: 
CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTTC TTTTTTCTCC TTTCTTTTTT CTCTCCCTCT 60 
CTCCTCTCTC CCCTTTCTCT CCTTTCCTCC TCTCCTCTCT CTCTT CTTT C C 111 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:3: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1 1 S Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) MOLEKULTYP: cDNA 



(xO SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:3: 

CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTTT CTTTTTCTCC TTTTCTTTTT CTCTCCCTCT 
CTCCTCTCTC TCTTCCTTTC CCCTCTCTCT CTCCTCTCCT CTCTCTCTTC TTTCC 



60 
115 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID N0:4: 

(I) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 115 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsfiure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(H) MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREE3UNG: SEQ ID NO:4: 
CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTTC TTTTTTCTCC TTTCTTTTTT CTCTCCCTCT 
CTCCTCTCTC TCTTCCTTTC CCCTCTCTCT CTCCTCTCCT CTCTCTCTTC TTTCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:5: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: NucleinsSure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

01) MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:5: 

GGAAAGAAGA GAGAGAGGAG AGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:6: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 



(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:6: 

ACAGAGGGGA AAGGAAGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:7: 

CO SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1 8 Basenpaare 

(B) ART: Nucletnsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) MOLEKOLTYP: cDNA 



(jo) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:7: 

AGGAAAGGAG AGAAAGGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 95 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsfiure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

00 MOLEKULTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:8: 
CCACTCACTA CCACXCTACT ATAACCACCC CTTCCTATTC CAAAATTACA AACTTATCTC 
AACTACATCT CACACTCACT CATCTCTACA TCTAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:9: 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: i 10 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 
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10 



IS 



20 



25 



(C) STRANGFORM: Einzdstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

00 MOLEKOLTYP: cDNA 



(m*) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:9: 

CCACTCACTA CCACTCTACT ATAACCCTCC CCTATTCCAA AATTACATCC TATTCCAAAA 60 
TTACAAACTT ATCTCAACTA CATCTCACAC TCACTCATCT CTACATCTAC 110 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 Aminosfluren 

(B) ART: Amino sSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

Cu) MOLEKOLTYP: Peptid 

(x0 SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 



Gly Giy Phe Leu 
1 



30 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 1 : 

40 (0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 Aminosfiuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

45 CO MOLEKOLTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 1: 
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Pro Gly Phe Leu 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Amino sauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) MOLEKOLTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Tyr Gly Gly Phe Leu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) MOLEKULTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13 : 

Tyr Pro Gly Phe Leu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

Cu) MOLEKULTYP: Peptid 



60 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:14: 

ProGly Gh/PheLeu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID N0:15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Anunosfiuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(u) MOLEKULTYP: Peptid 



(m") SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 



Pro Pro Gfy Phe Leu 
I 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(H) MOLEKULTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 



Phe Leu Phe Leu Phe 
1 5 



EP 92 920 422.0-1219 

AFFYMAX TECHNOLOGIES N.V, 

U.Z.: 29-82 



patentansprDche 



1. Die Verwendung von Identifizierungs-Tags, um etne nachfolgende Identifizie- 
rung von Reaktionen zu ermdglichen. durch die Mitglieder einer Bibliothek von ver- 
schiedenen synthetischen Verbindungen in einer Baustein-bei-Baustein-Art syntheti- 
siert worden sind, und darauf folgende deduktive strukturelle Identifizierung der Mit- 
glieder. 

2. Eine Bibliothek von verschiedenen synthetischen Verbindungen, wobei die 
Verbindungen erhaltlich sind durch Synthese in einer Baustein-bei-Baustein-Art, die 
jede Verbindung zu einem oder mehreren Identifizierungs-Tags verknflpft, die die 
nachfolgende Identifizierung von Reaktionen ermSglicht, durch die die Verbindungen 
eingegliedert wurden, und darauf folgende deduktive strukturelle Identifizierung der 
Mitglieder. 

3. Bibliothek nach Anspruch 2, umfassend eine Vielzahl von verschiedenen Mit- 
gliedern. wobei jedes Mitglied ein Oligomer umfafit, zusatnmengesetzt aus einer 
Sequenz von Monomeren verbunden mit einem Oder mehreren Identifizierungs-Tags, 
die die Sequenz der Monomere in dem Oligomer identifizieren. 

4. Bibliothek nach Anspruch 3, worin die Bindung zwischen dem Oligomer und 
dem Identifizierungs-Tag einen festen TrSger umfaBt. 

5. Bibliothek nach Anspruch 3 oder 4 t worin das Identifizierungs-Tag an dem 
Oligomer angeheftet ist. 

6. Bibliothek nach einem der Anspriiche 3 bis 5, die etwa 10 6 verschiedene Mit- 
glieder hat. 

7. Bibliothek nach einem der Anspriiche 3 bis 6 t worin das Oligomer ein Peptid 
oder ein Oligonucleotid ist. 
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8. Bibiiothek nach einem der Anspriiche 3 bis 7, worin das Identifizierungs-Tag 
ein Fluoreszenzmarker ist. 

9. Eine synthetische Oligomer-Bibliothek mit Markierung, hergestellt duich 
Synthetisieren auf jeder von einer Vielzahl von festen Trigem eine einzelne Oligo- 
mersequenz und/oder mehrere Identifizierungs-Tags, die die Oligomersequenz identi- 
fizieren, wobei die Oligomersequenz und die Identifizierungs-Tags synthetisiert wer- 
den in einem Verfahren, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Verteilung der Trager unter einer Vielzahl von ReakrionsgeffiBen, 

(b) Aussetzen der Trager in jedem ReaktionsgefSB einem ersten Oligoroer- 
Monomer und einem ersten Identifizierungs-Tag, 

(c) Zusammenlegen der Trager, 

(d) Verteilung der Trager unter einer Vielzahl von ReaktionsgefaBen, 

(e) Aussetzen der Trager einem zweiten Oligomer-Monomer und einem 
zweiten Idenufizienings-Tag-Monomer, und 

(f) Wiederholung der Schritte (a) bis (e) mindestens einr bis zwanzigmal. 

10. Verfahren zur Herstellung einer synthetischen Oligomer-Bibliothek mit Mar- 
kierung, umfassend eine Vielzahl von verschiedenen Mitgliedern, wobei jedes Mit- 
glied einen festen Trager umfaBt, an den eine einzelne Oligomersequenz angeheftet ist 
und eine oder mehrere Identifizierungs-Tags, die die Oligomersequenz identifizieren, 
wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfaBt; 

(a) Verteilung der TrSger unter einer Vielzahl von ReaktionsgefaBen, 

(b) Umsetzen der Trager in jedem Reaktionsgefffi mit einem ersten Oligo- 
mer-Monomer, 

(c) Umsetzen der Tr&ger in jedem ReaktionsgefSB mit einem ersten Identifi- 
zierungs-Tag, 

(d) Zusammenlegen der Trager, 

(e) Verteilung der zusammengelegten Trager auf eine Vielzahl von Reakti- 
onsgef&Ben, 

(f) Umsetzen der zusammengelegten Trager in jedem ReaktionsgefaB mit 
einem zweiten Oligomer-Monomer, 

(g) Umsetzen der zusammengelegten Trfiger in jedem Reaktionsgef&B mit 
einem zweiten Identifizierungs-Tag, und 
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isialscinOligonucleoad. 

. . • »:«*r Cpnuenz von Oligomer- 

merscquenz identifizieren. 

h A^ruch P worin nach dem HinzufUgen eines etsten Identi- 

13 . Verfahren nach Anspwch 12, worm cxistieren- 
Lungs-Tags nachfolgend Identiffeierungs-Tags an dem Ende 

den Tags angeheftet werden. 

. nder 13 und zur Synthetisierung eines Peptids 

14 . Verfahren nach Anspruch 12 °^ ^ Verfahren urnf afit: 
und eines Oligonucleotids auf emem festen Trager. woDe 

* . TrZnm enthaltend einen ersten 

der Schutzgruppe zu enucmen m 

— oar-*-*— ^ — OUgomC "° tf,!S " 

d- eta **»*•. ^ ^ 

ven Seite, . Peotids an den zweiten Typ 

. (e) Kupplung eines Peptid-Monomers oder eines Peptias 

der akriven Seite, und , 
(f> Wiederholung der Schntte (0) w 



15. Eine Otigomer-Bibliothek, erhaitiich durch ein Verfahren wnfassend ein Verfah- 
ren nach cinem der Anspriiche 12 bis 14. 
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Wiederbohing der Peptid- iwd Nucleotid- 
fcnpplung 

(1) Entfernen der Scfaatzgnippea von den 
Hydroxylgrappen 

(2) AufbtH der $' PCR Stelle 
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FIG, 10. 
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